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Las evidencias experimentales apoyan la hipótesis de que la disfunción de la plasticidad de 
las conexiones sinápticas, particularmente en el área CA3 del hipocampo, podría contribuir a la 
etiología de la depresión y que el tratamiento antidepresivo involucraría la corrección de 
dichas alteraciones. Sin embargo, se desconoce en qué medida el remodelado sináptico se 
relaciona con la falla conductual y con el efecto antidepresivo.  En los cambios morfológicos de 
las sinapsis participan las moléculas de adhesión; localizadas a ambos lados de la brecha 
sináptica, regulan la integridad, estabilidad, función y plasticidad sinápticas. La molécula de 
adhesión celular neuronal (NCAM) es una de los más abundantes en el hipocampo. Su forma 
polisialilada, PSA-NCAM, además de tener propiedades no adhesivas, actualmente se 
considera un marcador de remodelado sináptico. A pesar de la importancia de estas proteínas 
en las sinapsis, se sabe muy poco acerca de su papel en los cambios plásticos descritos en los 
pacientes deprimidos y en modelos experimentales de depresión. Por ello, nos propusimos 
estudiar las características ultra-estructurales de las sinapsis del área hipocampal CA3 de 
animales expuestos al modelo de depresión “paradigma de desesperanza aprendida” así como 
los niveles de expresión de NCAM/PSA-NCAM y evaluar su correlación con la conducta de 
desesperanza. 
El paradigma de desesperanza aprendida indujo remodelado sináptico en el área CA3 del 
hipocampo (día 25). En estos animales aumentó la brecha sináptica y se registraron 
alteraciones en la pre-sinapsis. Sin embargo, la conducta de desesperanza se manifestó en 
ausencia de cambios ultra-estructurales sinápticos en el CA3 (día 4) ya que los mismos se 
evidenciaron más tardíamente. La expresión de PSA-NCAM en el CA3 resultó disminuida a día 
4 y persistió reducida durante 21 días. Los niveles de NCAM no se modificaron a día 4, 
mientras que disminuyeron a día 25. Esta es la primera evidencia experimental que indica que 
la conducta de desesperanza se manifiesta en ausencia de cambios ultra-estructurales 
sinápticos de relevancia en el área CA3 y que señala a PSA-NCAM como una alteración 
temprana de la plasticidad hipocampal. 
Numerosos reportes asocian la atrofia dendrítica con la reducción en el volumen hipocampal 
y con el déficit conductual dependiente del hipocampo característico de los trastornos 
depresivos. Los aminoácidos excitatorios son conocidos por participar en esta forma de 
plasticidad estructural. Por ello nos propusimos estudiar los cambios sinápticos inducidos por 




ausencia de muerte neuronal. Interesantemente, demostramos que la reducción de los niveles 
de PSA-NCAM antecede a la atrofia dendrítica, y que la disminución de los niveles de NCAM 
resulta ser un evento más tardío. El remodelado sináptico inducido in vitro por el glutamato se 
asemejó al observado en los animales desesperanzados. Concomitantemente con la atrofia 
dendrítica, se produjo la reorganización sináptica hipocampal que llevó a la reducción del 
número de sinapsis.  
La implementación del tratamiento crónico con fluoxetina luego de evidenciada la conducta 
de desesperanza previno la aparición de las alteraciones sinápticas en el CA3. Llamativamente, 
el tratamiento antidepresivo aumentó los niveles de PSA-NCAM a valores muy por encima de 
los valores control, selectivamente en los animales desesperanzados que corrigieron la 
alteración conductual. En paralelo, la fluoxetina indujo una disminución de los niveles de 
NCAM más marcada que la producida por el paradigma per se. Por el contrario, en aquellos 
animales que resultaron resistentes desde un punto de vista conductual al tratamiento con 
fluoxetina, los niveles hipocampales de PSA-NCAM y de sinaptofisina (marcador sináptico) 
permanecieron disminuidos luego del tratamiento, mientras que no se encontraron diferencias 
en los niveles de NCAM. Teniendo en cuenta los resultados anteriores es que nos propusimos 
simular un incremento de PSA-NCAM en el CA3 semejante al inducido por la fluoxetina en los 
animales desesperanzado que mostraron beneficios conductuales. De esta manera, los 
animales se inyectaron en el área CA3 del hipocampo de forma bilateral con un péptido 
mimético funcional de PSA (fPSA), capaz de modular los procesos celulares que normalmente 
están mediados por la forma polisialilada de NCAN. Nuestros resultados no solo revelaron que 
la administración de fPSA mejora el déficit conductual sino que también previene la 
disminución de sinaptofisina selectivamente en los animales desesperanzados.  
En resumen, este es el primer trabajo que demuestra que el paradigma de desesperanza 
aprendida induce una dramática disminución de PSA-NCAM, la cual se correlaciona con la 
conducta de desesperanza y precede al remodelado sináptico estructural y atrofia dendrítica. 
Es importante mencionar que el remodelado sináptico estructural tardío podría constituir una 
respuesta adaptativa, en el que la persistencia de la reducción de los niveles de PSA-NCAM 
podría interferir con los procesos normales destinados a la recuperación de la estructura 
sináptica normal. Lo más importante es que pusimos en evidencia que la corrección del déficit 
conductual y la prevención del remodelado sináptico inducidos por la fluoxetina están muy 
posiblemente vinculados con su capacidad de elevar los niveles de PSA-NCAM. Más aún, la 




emerge como un blanco farmacológico para la corrección de la alteración conductual y de los 
cambios plásticos observados en esta patología. Y por lo tanto, proponemos que la modulación 
del grado de polisialilación de NCAM sería una estrategia que vale la pena explorar para 
corregir el déficit conductual y para evitar o retrasar la progresión de los cambios estructurales 



















































La depresión es una de las principales causas de discapacidad en el mundo. En estos 
pacientes existe una elevada predisposición a padecer enfermedades cardiovasculares (Carney 
y col., 2002) y trastornos neurológico, incluyendo demencia (Kanner, 2005; Jorm, 2001). Es 
interesante remarcar que entre las posibles causas de depresión, los pacientes mencionan al 
estrés como una de las más frecuentes (Schüle, 2007). 
A pesar de los esfuerzos realizados para dilucidar las bases neurobiológicas de la depresión y 
de su tratamiento farmacológico, el manejo clínico actual de la enfermedad sigue siendo 
limitado. En este campo de investigación, los estudios relacionados con los mecanismos 
antidepresivos así como el desarrollo de agentes terapéuticos más eficaces ha progresado 
sostenida pero lentamente. Un ejemplo de ello son los fármacos antidepresivos ampliamente 
prescriptos conocidos como “inhibidores selectivos de la re-captación de serotonina (ISRS)” 
desde hace más de 50 años. La eficacia antidepresiva de estos fármacos presenta una latencia 
prolongada (su efecto se evidencia luego de varias semanas o meses de iniciado el 
tratamiento). Además, son moderadamente efectivos, ya que más de un tercio de los 
pacientes deprimidos resultan resistentes (Duman y Aghajanian, 2012). 
El diagnóstico del trastorno depresivo mayor se basa en los criterios establecidos por el 
Manual de Diagnóstico y Estadística de los Trastornos Mentales, Quinta Edición (DSM-5, del 
inglés “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition”). La depresión es 
un trastorno mental frecuente, que se caracteriza por presentar un humor depresivo y/o 
disminución del interés o anhedonia, durante un mínimo de dos semanas. Puede presentarse 
además, pérdida significativa o ganancia de peso, cambio del sueño (insomnio o hipersomnia), 
agitación o enlentecimiento psicomotriz, fatiga o pérdida de energía, sentimientos de 
desesperanza o culpa, disminución de la capacidad de atención y/o concentración, o 
pensamientos recurrentes de muerte (DSM-5). Dependiendo del número y de la intensidad de 
los síntomas, los episodios depresivos pueden clasificarse como leves, moderados o graves. La 
depresión puede llegar a hacerse crónica o recurrente, y dificultar sensiblemente el 
desempeño del paciente en el trabajo o en la escuela y la capacidad para afrontar la vida 
diaria. En su forma más grave, puede conducir al suicidio (Conwell y col., 1996; Organización 
Mundial de la Salud, 2012). 
El hipocampo, una región críticamente implicada en la motivación y en el procesamiento de 
emociones (Eichenbaum y Otto, 1992), ha sido una de las principales estructuras límbicas 





mortem han proporcionado evidencias acerca de los cambios en la arquitectura y/o morfología 
celular en esta región del cerebro. Entre ellas se destacan la reducción del volumen del 
hipocampo en pacientes depresivos (Bremner y col., 2000; Neumeister y col., 2005; Sheline y 
col., 1996 y 2003; Stockmeier y col., 2004). Los estudios preclínicos muestran, además, que la 
exposición al estrés disminuye la neurogénesis adulta en el giro dentado (GD) (Malberg y 
Duman, 2003; Ho y Wang., 2010) e induce atrofia dendrítica en el área CA3 del hipocampo 
(Magariños y col., 1999; Watanabe y col., 1992). Llamativamente, los fármacos antidepresivos 
evitan y revierten la pérdida de volumen y la atrofia hipocampal, respectivamente, inducida 
por estrés (Magariños y col., 1999; Czéh y col., 2001). Es por ello, que actualmente se postula a 
la disfunción de la plasticidad neuronal como un contribuyente importante en la fisiopatología 
de los trastornos del estado de ánimo y que la recuperación podría ocurrir mediante la 
inducción de una plasticidad adecuada o de fenómenos de remodelado simpático 
(Akhondzadeh, 1999; Duman, 2002). 
 
1. Neuroanatomía y organización cito-estructural del hipocampo 
Es importante aclarar que  nos reservamos el término “hipocampo” para designar a la región 
de la formación hippocampal que comprende las áreas del GD y del Cornus Ammonis (CA). Así  
la formación hipocampal se aplica a un grupo de regiones adyacentes cito-estructuralmente 
diferentes, incluyendo el hipocampo, el subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y la 
corteza entrorrinal (Amaral y Lavenex, 2007). 
1.1 Similitudes y diferencias entre la formación hipocampal y otras áreas corticales 
En algunos aspectos, tales como la forma piramidal de algunas neuronas y pequeñas 
interneuronas, la organización neuronal de la formación hipocampal se asemeja a otras 
regiones corticales. Sin embargo, en aspectos importantes, tales como el paso unidireccional 
de información a través de los circuitos intra-hipocampales y la organización tridimensional 
altamente distribuida de conexiones asociativas intrínsecas, su neuroanatomía es única 
(Amaral y Lavenex, 2007). 
1.2 Formación hipocampal: un conjunto único de vías unidireccionales y excitatorias 
Una característica común de las conexiones entre las regiones de la neocorteza es que son, 
en gran medida, recíprocas. Si la región cortical A proyecta a la región cortical B, la región B a 





(1983), este no es claramente el caso de las conexiones que enlazan las distintas regiones de 
la formación hipocampal y que se muestran en la Figura 1A. La corteza entorrinal se 
considera el primer paso en el circuito intrínseco del hipocampo. Las células de las capas 
superficiales de la corteza entorrinal dan lugar a los axones que se proyectan, entre otros 
destinos, al GD. Las proyecciones de la corteza entorrinal hacia el GD forman la principal vía 
de ingreso de información al hipocampo, denominada vía Perforada (Amaral y Lavenex, 
2007). Del mismo modo, las principales células del GD, las células granulares, dan lugar a los 
axones llamados fibras musgosas que se conectan con las células piramidales del área CA3 
del hipocampo. Además, los axones de las células granulares, las fibras musgosas, envían 
colaterales que terminan en las células que se encuentran dentro de la capa polimórfica del 
GD. Las proyecciones resultantes de las células piramidales del área CA3 incluyen colaterales 
a otras células piramidales del CA3 que constituyen un amplio sistema de conexiones de 
asociación, así como las colaterales de Schaffer que constituyen la mayor proyección de estas 
células hacia la región CA1. Las neuronas piramidales de la región CA1 del hipocampo 
proyectan unidireccionalmente tanto al subiculum como a las capas profundas de la corteza 
entorrinal. A diferencia del área CA3, existen muy pocas conexiones de asociación dentro del 
CA1. Una vez que las proyecciones llegan al CA1 y al subículum, el patrón de conexiones 
comienza a ser más complejo. Las neuronas del área CA1 proyectan no solo hacia el 
subiculum, sino también a la corteza entorrinal. Además, a pesar de que la proyección más 
prominente del subiculum se dirige hacia la corteza entorrinal, éste también proyecta hacia 
el presubiculum y el parasubiculum. A través de estas conexiones, tanto la región CA1 como 
el subiculum cierran el circuito de procesamiento de la formación hipocampal, que comienza 
en las capas superficiales de la corteza entorrinal y termina en sus capas más profundas 
(Amaral y Lavenex, 2000 y 2007). 
1.3 Circuito excitatorio intrínseco del hipocampo: células y conexiones  
El sistema intrínseco de circuitos del hipocampo consiste en tres grandes subregiones: GD, 
CA3, y CA1, tal como se describió anteriormente y se muestra en la Figura 1A. 
1.3.1 El giro dentado: su organización neuroanatómica fundamental 
El GD presenta tres capas (Figura 1B). Posee una capa relativamente libre de células, 
denominada capa molecular, que está ocupada principalmente por las dendritas de las 
células granulares. Los otros ocupantes de esta capa son las fibras de la vía Perforante, 





variedad de entradas extrínsecas que allí finalizan. La principal capa celular, se compone de 
las células granulares densamente empaquetadas. Próxima a esta última se encuentra la 
tercera capa del GD, la capa de células polimórficas (Amaral y Lavenex, 2007). 
 
 
Figura 1. Representación esquemática de la neuroanatomía hipocampal. A. La principal señal de entrada al 
hipocampo proviene de la corteza entorrinal a través del giro dentado (GD). El GD se conecta con el CA3 a través de 
las fibras musgosas; el CA3 se conecta con el CA1 a través de las Colaterales de Schaffer. Desde el CA1 salen 
aferencias hacia el subiculum y la corteza entorrinal. Todas las vías descriptas son excitatorias. CA, Cornus 
Ammonis. B. Las dendritas de las células granulares surgen principalmente de la superficie apical del cuerpo celular 
(capa granular, gl), y el axón emerge del polo basal. Las dendritas se extienden dentro de la capa molecular (ML) 
hasta la fisura del hipocampo, y el axón envía colaterales dentro de la capa polimórfica (pl). En la capa de células 
piramidales (pyr) se localizan las neuronas piramidales del área CA1, CA2 y CA3. Próximo a estas capas de localiza el 
Stratum oriens (SO). Aquí se encuentran las dendritas basales de las células piramidales y varias clases de 
interneuronas. A diferencia del CA1 y del CA2, en el área CA3 existe una zona acelular estrecha por encima de la 
capa de células piramidales, ocupada por fibras musgosas, el Stratum lucidum (SL). Inmediatamente por encima de 
la capa de células piramidales del CA1 y CA2 y por encima del Stratum lucidum de la región CA3 se encuentra el 
Stratum radiatum (SR). La capa más superficial del hipocampo es la denominada el Stratum lacunosum-moleculare 






Como se mencionó, el principal tipo celular del GD son las células granulares. Los cuerpos 
celulares están estrechamente agrupados entre sí y, en la mayoría de los casos, no existe 
una vaina glial interpuesta entre ellas. Las células granulares dan lugar a axones no 
mielinizados que se denominan fibras musgosas. Las fibras musgosas terminan en una zona 
relativamente estrecha situada principalmente justo por encima de la capa de células 
piramidales de la región CA3. En la porción proximal del área CA3, las fibras musgosas 
también se encuentran debajo y dentro de la capa de células piramidales. La capa donde 
mayoritariamente terminan las fibras musgosas situada justo por encima de la capa de 
células piramidales se denomina Stratum lucidum. Existen también fibras musgosas que 
terminan en el Stratum radiatum. Las proyecciones del GD se detienen cerca de la frontera 
entre el CA3 y el CA2, una de las principales características que distingue a estas dos 
subregiones del hipocampo (Amaral y Lavenex, 2007). 
1.3.2 Las neuronas piramidales: su estructura dendrítica 
El principal tipo neuronal presente en las áreas del CA son las células piramidales, las 
cuales se agrupan para formar la capa de células piramidales (Figura 1B). Esta capa está 
empaquetada de manera más compacta en el área CA1 que en las regiones CA2 y CA3. 
Próxima a la capa de células piramidales se localiza una capa libre se células denominada 
Stratum oriens. Esta capa contiene las dendritas basales de las células piramidales y varias 
clases de interneuronas. A diferencia del CA1 y del CA2, en el área CA3 existe una zona 
acelular estrecha, el Stratum lucidum, ubicada justo por encima de la capa de células 
piramidales y ocupada por las fibras musgosas. Inmediatamente por encima de la capa de 
células piramidales del CA1 y CA2 y por encima del Stratum lucidum de la región CA3 se 
encuentra el Stratum radiatum. La capa más superficial del hipocampo es la denominada el 
Stratum lacunosum-moleculare. Tanto el Stratum radiatum como el Stratum lacunosum-
moleculare presentan una gran variedad de interneuronas (Amaral y Lavenex, 2007). 
La longitud dendrítica y la organización de las células piramidales del área CA3 son 
bastante variables. La distribución de sus árboles dendríticos también varía dependiendo de 
la ubicación del cuerpo de la neurona piramidal. Por ejemplo, en el caso de las neuronas 
localizadas en el extremo del GD, muy pocas o ninguna de sus dendritas se extienden en el 
Stratum lacunosum-moleculare, y por lo tanto estas células tienen poca o nula conexión 
con la corteza entorrinal. Sin embargo, estas células reciben en sus árboles dendríticos 





contraste con la heterogeneidad de la organización dendrítica característica de las células 
piramidales de la región CA3, las células piramidales del CA1 muestran una notable 
homogeneidad en sus árboles dendríticos, que también son más pequeños que los del CA3. 
Independientemente de donde se encuentra la célula piramidal del CA1, todas tienen 
aproximadamente la misma longitud dendrítica total y la misma configuración dendrítica. 
(Amaral y Lavenex, 2007). 
 
2. Neuroplasticidad hipocampal: cambios plásticos estructurales 
A lo largo de casi todo el siglo XX y basándose en las evidencias existentes, la comunidad 
neurocientífica suponía que el sistema nervioso central (SNC) de los mamíferos se convertía en 
un sistema estructuralmente estable poco tiempo después del nacimiento. En otras palabras, 
no existían pruebas convincentes que permitieran hipotetizar acerca de que los circuitos 
neuronales podían sufrir una plasticidad estructural durante la vida adulta. Los avances 
tecnológicos de los últimos años han obligado a una revisión dramática de este punto de vista. 
De esta manera, actualmente se sabe que en el hipocampo ocurren cambios estructurales a lo 
largo de toda la vida. La neuroplasticidad se puede definir como la capacidad del cerebro para 
reorganizarse a sí mismo y formar nuevas conexiones neuronales a lo largo de la vida. Le 
permite a las neuronas del cerebro reparar daños cerebrales, adaptarse a enfermedades y 
ajustar sus actividades en respuesta a la nueva situación o a los cambios ambientales. De 
acuerdo con esta concepción, el SNC es un producto nunca terminado. Sin embargo, se debe 
tener en cuenta que cuando la reorganización no resulta adecuada puede contribuir al mal 
funcionamiento del sistema nervioso (Fuchs y col., 2004).   
Numerosos trabajos demuestran que el hipocampo es capaz no sólo de reorganizarse 
sustancialmente cuando sufre un daño, sino también de experimentar cambios estructurales 
drásticos. Las neuronas granulares pre-existentes del GD y las neuronas piramidales de las 
áreas CA1 y CA3  pueden sufrir modificaciones dinámicas en forma de extensión y retracción 
dendrítica, así como la formación y la eliminación de sinapsis. Tal vez el más extremista de 
todos los cambios estructurales que puede sufrir el hipocampo es la adición de nuevas 
neuronas, fenómeno conocido como neurogénesis (Leuner y Gould, 2010). En consecuencia, se 
sabe que neuronas nuevas se generan continuamente en el hipocampo adulto, las que se 
incorporan a los circuitos neuronales establecidos (Shors, 2008). De hecho, en el GD de la rata, 





interrogantes interesantes respeto a la regulación y al significado funcional de este fenómeno 
(Gould, 2007; Leuner y Gould, 2010). Se debe tener en cuenta que estos tipos de plasticidad 
estructural están sujetos a modificaciones por una variedad de factores y condiciones. 
2.1 Modificaciones hipocampales dinámicas: extensión y retracción dendrítica, formación y 
eliminación de sinapsis 
Como se mencionara anteriormente, el hipocampo es un área dinámica cuyas dendritas y 
sinapsis experimentan un reordenamiento continuo. Varios estudios han demostrado que, en 
comparación con animales control, los animales que viven en ambientes enriquecidos, ya sea 
durante el desarrollo o la edad adulta,  experimentan un aumento del tamaño del árbol 
dendrítico, del número de espinas dendríticas, y del número de sinapsis en el hipocampo 
(Kempermann y col., 1997 y 1998; Kozorovitskiy y col., 2005, Moser y col., 1994). Otros 
estudios han demostrado que la crianza en un ambiente enriquecido se asocia con un mejor 
rendimiento en las tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo (van Praag y col., 
2000; Gould, 2007). 
Otro ejemplo de que la arquitectura dendrítica del hipocampo se ve influida por las 
experiencias es el efecto que ejerce el estrés crónico. Este tipo de experiencias tiene un 
impacto negativo sobre la estructura de las dendritas hipocampales. Estos efectos parecen 
ser reversibles en condiciones no estresantes (Watanabe y col, 1992; Magariños y col, 1996; 
McEwen, 1999).  
2.2 Estructura y función de las espinas dendríticas 
El árbol dendrítico de una neurona piramidal tiene dos dominios distintos: el basal y el 
apical, originados en la base o el ápice del soma, respectivamente. Si bien las células 
piramidales no son todas idénticas, comparten algunos principios funcionales. En particular, 
la existencia de dominios dendríticos con entradas sinápticas distintas, la excitabilidad, la 
modulación y la plasticidad parecen ser características comunes. Estas propiedades 
sustentan una variedad de procesos cruciales para la integración y la plasticidad sinápticas 
(Spruston, 2008).  
Las neuronas piramidales están cubiertas por miles de espinas dendríticas, que constituyen 
el sitio post-sináptico de las sinapsis glutamatérgicas (densidad post-sináptica, DPS) (Figura 
2). El número de espinas representa una estimación del número de sinapsis excitatorias de 





y son, por lo tanto, estructuras altamente plásticas. Por ejemplo, se ha sugerido que las 
espinas más delgadas serían más dinámicas y participarían en los procesos de aprendizaje, 
mientras que las de mayor tamaño, consideradas más estables, podrían estar involucradas en 
el almacenamiento de recuerdos establecidos. Se sabe también que la activación sináptica 
repetida conduce a incrementar el tamaño de la espina dendrítica y su capacidad de 
respuesta al glutamato. Por el contrario, la reducción de la activación del receptor 
glutamatérgico AMPA (5-metil-4-isoxazol hidroxi α-amino-3 ácido propiónico) estabiliza a las 
espinas, lo que sugiere un papel dual de los receptores glutamatérgicos en la plasticidad 
estructural (Bonhoeffer y col., 2002; Spruston, 2008). 
2.3 Neurogénesis en el hipocampo adulto 
La población de células granulares del GD se genera en tres fases distintas: durante la 
gestación, el período postnatal temprano y en la etapa adulta. Durante el período 
embrionario, las nuevas neuronas surgen de la zona ventricular y migran para poblar el 
incipiente GD. En el periodo postnatal, las células progenitoras también migran hacia esta 
región  y continúan  produciendo nuevas neuronas ya bien entrado el periodo postnatal, 
(Schlessinger y col., 1975; Altman y Bayer, 1990). En la edad adulta, las células progenitoras 
se encuentran en el borde de la capa de células granulares, ubicadas entre éstas y el hilus, 
una región denominada zona subgranular. Estas células se dividen y producen nuevas células 
granulares durante la vida adulta. Aunque la tasa de neurogénesis adulta disminuye 
considerablemente con la edad avanzada, la producción de nuevas células granulares  es 
evidente incluso en el GD añoso. Una vez formadas, la incorporación de las neuronas nuevas 
a la red neuronal conlleva una cascada de cambios estructurales que incrementa la 
plasticidad del hipocampo. Estas neuronas desarrollan axones y dendritas, las cuales 
formarán parte de las nuevas sinapsis (Sekiy Arai, 1995; Kuhn y col., 1996; Simon y col., 2005; 
Leuner y col., 2007; Schoenfeld y Gould, 2012). Aunque la neurogénesis en el GD persiste en 
la edad adulta, y parece estar bajo el control del medio ambiente, los estudios estereológicos 
han demostrado que el número total de células granulares no varía en animales adultos en 
condiciones normales (Rapp y Gallagher, 1996). Esto implica que hay una rotación de las 
células granulares tal que se mantiene un estado estacionario en lugar de una acumulación 
continua. 
La amplia gama de especies en las que se produce y el número relativamente elevado de 





cuantitativos adecuados sugieren que esta forma de plasticidad estructural puede jugar un 
papel importante en la función del hipocampo (Gould y col., 1997 y 1998; Eriksson y col., 
1998; Cameron y McKay, 1999; Gould y col., 1999; Simon y col., 2005; Hwang y col., 2007; 
Leuner y col., 2007; Perera y col., 2007; Cotman y Head, 2008; Snyder y col., 2009; Amrein y 
Slomianka, 2010; Knoth y col., 2010; Kordower y col., 2010; Schoenfeld y Gould, 2012). Por 
esta razón, la regulación y la función de la neurogénesis adulta han recibido especial atención 
de la comunidad científica en la última década. 
 
 
Figura 2. Microfotografías del área CA3 hipocampal.  La imagen de microscopía electrónica (izquierda) muestra 
los componentes celulares y subcelulares resaltados en color con fines ilustrativos. Densidad post-sináptica (DPS); 
dendritas, incluyendo espinas; axones, incluyendo terminales pre-sinápticos conteniendo vesículas sinápticas; 
astrocitos, que se encuentran con frecuencia bordeando la sinapsis. La espina dendrítica seleccionada en el 
recuadro se muestra a mayor aumento (derecha). En la sinapsis glutamatérgica se distinguen el terminal pre-
sináptico, que contiene vesículas sinápticas(SV), la brecha sináptica de 20-25 nm de longitud que separa las 
membranas pre y post-sinápticas y la DPS en la espina dendrítica. La barra de escala = 1 µm Modificada de Sheng 
y Hoogenraad (2007). 
 
La neurogénesis adulta puede dividirse en tres eventos celulares principales: proliferación, 
diferenciación y supervivencia celular (Duman y col., 2001; Christie y Cameron; 2006). 
Interesantemente, la neurogénesis en el cerebro adulto, desde el nacimiento celular hasta la 





los factores internos se encuentra la expresión de genes, moléculas, factores de crecimiento, 
hormonas y neurotransmisores (Zhao y col., 2008); la edad es otro factor interno que 
influencia la neurogénesis (Molofky y col., 2006). Entre los factores externos pueden 
mencionarse los estímulos ambientales y los farmacológicos (Encinas y col., 2006; Mirescu y 
Gould, 2006; Warner-Schmidt y Duman, 2008; Zhao y col., 2008; Schoenfeld y Gould, 2012). 
 
2.4 Acciones diversas de las neurotrofinas en la plasticidad hipocampal: BDNF y sus 
receptores 
Las neurotrofinas regulan muchos aspectos del SNC, abarcando tanto funciones durante el 
desarrollo, como la neurogénesis, diferenciación y migración celular, como en el adulto, que 
incluyen la supervivencia neuronal, la plasticidad sináptica y la sinaptogénesis (Huang y 
Reichardt, 2003). Las neurotrofinas son cuatro: el factor de crecimiento nervioso (NGF), el 
factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y las neurotrofinas 3 y 4 (NT-3, NT-4) 
(Hempstead, 2006). Se sintetizan como formas precursoras, o pro-neurotrofinas, que luego 
se cortan proteolíticamente para generar las formas maduras (Seidah y col., 1996; Lu, 2003; 
Hempstead, 2006). Las neurotrofinas median sus diversas acciones mediante la unión a dos 
tipos de receptores estructuralmente distintos; la familia Trk de receptores de tirosina 
quinasas que exhiben especificidad de ligando y el receptor p75, un miembro de la 
superfamilia de receptores de TNF (factor de necrosis tumoral, del inglés tumor necrosis 
factor), al cual se unen todas las neurotrofinas (Hempstead, 2006; Gray y col, 2013). Los 
efectos biológicos de las neurotrofinas maduras y de las pro-neurotrofinas son también muy 
diferentes. El pro-BDNF puede promover la apoptosis de células que expresan p75, mientras 
que el BDNF maduro promueve la plasticidad sináptica y la supervivencia de las neuronas que 
expresan TrkB (Teng y col., 2005; Li y col., 2008; Je y col., 2012). De esta manera, surge 
también que las pro-neurotrofinas y las neurotrofinas maduras pueden tener acciones 
opuestas en la regulación de la supervivencia celular y en la modulación de la plasticidad 
sináptica durante el desarrollo y en estados fisiopatológicos (Hempstead, 2006). 
En cuanto al BDNF en el hipocampo, tanto éste como su receptor TrkB tienen una expresión 
elevada en esta área cerebral (Hofer y col., 1990; Klein y col., 1990), particularmente en el GD 
y en el CA3 (Conner y col., 1997). Niveles adecuados de BDNF son fundamentales para la 





papel permisivo en la formación de las redes sinápticas, haciéndolas más susceptibles a la 
ocurrencia de cambios plásticos (Gottmann y col., 2009).  
 
3. El papel del hipocampo en la fisiopatología de la depresión y en su tratamiento 
farmacológico 
El concepto neurobiológico tradicional para interpretar la etiología de los trastornos 
depresivos ha sido la hipótesis de las monoaminas. Los primeros antidepresivos surgieron por 
casualidad hace casi 50 años, cuando se descubrió que algunas drogas desarrolladas 
originalmente para el tratamiento de otros trastornos psiquiátricos presentaban acción 
antidepresiva. Poco tiempo después, se demostró que estos fármacos con actividad 
antidepresiva aumentaban las concentraciones cerebrales extracelulares de dos 
neurotransmisores de carácter monoaminérgico (la serotonina y la noradrenalina). Estos 
hallazgos dieron origen a la hipótesis monoaminérgica de la depresión, que postula una 
actividad deficiente de las monoaminas en el SNC como base fisiopatológica de esta 
enfermedad. En el contexto de esta hipótesis, la acción de los antidepresivos radicaría en 
contrarrestar estas deficiencias (Castrén, 2005).  
Sin embargo, existen numerosos interrogantes que cuestionan la hipótesis monoaminérgica. 
Es bien conocido que a pesar de que el efecto de los antidepresivos sobre los niveles de 
monoaminas se manifiesta durante las primeras horas posteriores al inicio del tratamiento, el 
alivio de los síntomas depresivos requiere semanas de exposición a dichos fármacos (Blier, 
2003). Otro ejemplo es el antidepresivo tianeptina, cuya acción es estimular y no inhibir la 
recaptación de serotonina (McEwen y col., 2002). Por otra parte, la interrupción o la ablación 
de porciones del sistema serotoninérgico (núcleo dorsal del rafe) falla en inducir un fenotipo 
depresivo (Lieben y col, 2006), lo que sugiere que la desregulación de la neurotransmisión 
serotonérgica no sería el único factor subyacente en la depresión. Es por ello que las 
evidencias surgidas durante la última década sugieren una hipótesis alternativa a la visión 
química de la depresión. 
Las teorías contemporáneas ponen el énfasis en los cambios cerebrales de tipo estructural, y 
sugieren que la alteración de la plasticidad neuronal podría estar implicada en las bases 
neurobiológicas de la depresión y en su tratamiento farmacologico (Castrén, 2005; Czéh y 
Lucassen, 2007; Duman, 2002). Estas nuevas teorías se basan en una serie de observaciones 





col., 2003; Sheline y col., 1996; Sheline y col., 2003). Numerosos estudios de imagen in vivo 
reportan cambios funcionales y estructurales selectivos en las estructuras límbicas como la 
corteza prefrontal y el hipocampo en pacientes con trastorno depresivo mayor. 
Probablemente el hallazgo más reproducido es una pequeña (10-15%), pero significativa 
reducción del volumen del hipocampo según lo documentado por estudios de resonancia 
magnética (MRI in vivo) (Bremner y col., 2000; Campbell y col., 2004; Videbech y Ravnkilde, 
2004). Por otra parte, la duración del episodio depresivo está estrechamente relacionada con 
los cambios volumétricos; los episodios depresivos más prolongados generalmente se 
correlacionan con hipocampos más pequeños (Sheline y col., 1996; MacQueen y col., 2003; 
Czéh y Lucassen, 2007). Por lo tanto, se ha sugerido que un volumen hipocampal pequeño 
sería un rasgo característico del trastorno depresivo mayor. Por otra parte, dado que la 
pérdida de volumen hipocampal parece ser acumulativa (Sheline y col, 2003), el diagnóstico 
temprano y el tratamiento de los episodios depresivos resulta fundamental a fin de evitar la 
progresión de las alteraciones hipocampales.  
De esta manera el hipocampo es una región que ha recibido una considerable atención en la 
investigación de los trastornos del estado de ánimo y, aunque casi con toda seguridad no es el 
único responsable de los síntomas observados en la depresión, esta región cerebral altamente 
plástica y sensible al estrés jugaría un papel central en esta patología. 
3.1 ¿Porque disminuye el volumen del hipocampo en la depresión?  
La reducción del volumen del hipocampo podría ser el resultado del remodelado de 
elementos celulares claves, que implica la retracción y atrofia dendríticas, la disminución de 
la neurogénesis en el GD y la pérdida de células gliales (Figura 3A) (Campbell y MacQueen, 
2004; Czéh y Lucassen, 2007). Es importante mencionar que los primeros estudios 
histológicos esperaban encontrar gliosis en los cerebros de los pacientes con trastornos del 
estado de ánimo. Mientras que en modelos de estrés crónico se ha demostrado la perdida de 
células gliales en el hipocampo (Czéh y col., 2006), el análisis de muestras hipocampales post-
mortem no demuestran una reducción importante del número de células gliales (Lucassen y 
col., 2001; Müller y col., 2001; Stockmeier y col., 2004). De esta manera, se requieren nuevos 
estudios para poner a prueba esta hipótesis glial, y considerar además el tiempo de evolución 
de la patología. Asimismo, se desconoce el papel que desempeñan los cambios plásticos de 
tipo estructural en el hipocampo en estos pacientes/ modelos experimentales; podrían, por 





adaptativo destinado a reducir/evitar un daño subsiguiente. Este trabajo de Tesis se propone 
tratar de contestar algunos de estos interrogantes. Cualquiera que sea la causa de estas 
modificaciones, el hipocampo se somete a una serie de cambios de adaptación en respuesta 
a diferentes trastornos del estado del ánimo.  
3.1.1 Atrofia dendrítica 
Los segmentos proximales y distales de las dendritas apicales de las neuronas piramidales 
del área CA3 están cubiertas por espinas dendríticas que reciben los axones provenientes 
de las células granulares del GD así como de proyecciones recurrentes de otras neuronas 
piramidales del CA3. La conexión GD-CA3 proporciona la principal aferencia excitatoria en 
todo el hipocampo, teniendo al glutamato como el neurotransmisor más importante. Como 
se mencionara, las neuronas piramidales del CA3 poseen proyecciones recurrentes que 
estimulan otras neuronas del CA3 y a las neuronas piramidales del CA1 (Amaral y Lavenex, 
2007). Una neurona granular inerva, en promedio, 12 neuronas del CA3, y cada neurona del 
CA3 inerva, en promedio, otras 50 neuronas del CA3 a través de sus colaterales axonales, 
así como 25 interneuronas a través de otras colaterales axonales. El resultado neto es una 
amplificación de la estimulación de 600 veces, así como una amplificación de 300 veces en 
la inhibición interneuronal, que proporciona cierto grado de control al sistema (McEwn, 
2007). En consecuencia la atrofia dendrítica de las neuronas piramidales, reportada en 
modelos animales, emerge como un punto clave de estudio (Figura 3B). 
 Numerosos estudios asocian fuertemente la atrofia dendrítica con la reducción del 
volumen del hipocampo, y con el déficit conductual dependiente del hipocampo 
característico de los trastornos depresivos (Watanabe y col., 1992; Magariños y McEwen; 
1995a; Magariños y col., 1996; McEwen y col., 2002). Los glucocorticoides y los 
aminoácidos excitatorios participan en este tipo de plasticidad estructural (Magariños y 
McEwen, 1995b, Magariños y col., 1996; McEwen 1999). Existen abundantes evidencias 
experimentales en este sentido. En modelos de estrés crónico, las neuronas piramidales del 
CA3 muestran una disminución de las ramificaciones de las dendríticas apicales y de la 
longitud dendrítica total, mientras que las dendritas basales permanecen sin cambios 
(Watanabe y col., 1992). Esta atrofia altamente específica, se bloquea con antagonistas del 
receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) (Magariños y McEwen, 1995b; 
Christian y col., 2011; Li y col., 2011) y con el antiepiléptico fenitoína (Magariños y col., 





estos trabajos, la atrofia dendrítica sería una reacción compensatoria a la liberación 
excesiva de glutamato (Magariños y col., 1997). Esto último se relaciona con la expresión 
alterada de genes relacionados con la neurotransmisión glutamatérgica observada  en 
pacientes deprimidos (Duric y col., 2013). En contraposición a la atrofia dendrítica, la 
administración de antidepresivos bloquea o produce efectos que se oponen a las acciones 
del estrés (Figura 3B). Por ejemplo, la administración de tianeptina previene la atrofia 
dendrítica de las neuronas piramidales del  CA3 en respuesta al estrés crónico (Magariños y 
col., 1999). Estos hallazgos sugieren que el tratamiento con antidepresivos promovería un 
aumento del crecimiento dendrítico, previniendo la atrofia causada por el estrés. 
3.1.2 Neurogénesis 
El GD es una de las dos estructuras cerebrales conocidas por tener la capacidad de 
producir nuevas neuronas en la edad adulta. La neurogénesis, requiere de la proliferación, 
diferenciación y supervivencia de las células nuevas. Cualquier factor interno y/o externo 
puede afectar de forma independiente la proliferación de las células progenitoras, su 
diferenciación a neuronas, o su tasa de supervivencia (Kempermann y col., 1998; van Praag 
y col., 1999; Wainwright y Galea, 2013). El estrés crónico y ciertos tipos de estrés agudo 
suprimen la proliferación o la supervivencia celular en el GD (Figura 3B). Entre los 
principales responsables de este efecto se ha descripto al glutamato, cuyo efecto estaría 
vinculado al receptor NMDA, y al BDNF, en este caso debido a una disminución de los 
niveles de esta neurotrofina (Castrén y Rantamäki, 2009; Banasr y col., 2011). La 
importancia funcional de la neurogénesis adulta en el GD aún no se comprende 
completamente; sin embargo, las evidencias actuales han implicado a este tipo de 
plasticidad estructural en la etiología y en el tratamiento de la depresión (Kempermann, 
2002). Cabe resaltar que la mayoría de los tratamientos antidepresivos estudiados hasta la 
fecha, la terapia electroconvulsiva y los tratamientos conductuales incrementan la 
neurogénesis en el GD (Figura 3B) (Malberg y col., 2000; Drew y col. 2007; Banasr y col., 
2011). Además, la reducción de la neurogénesis en modelos experimentales incrementa la 
susceptibilidad para la adquisición de conductas depresivas inducidas por estrés (Snyder y 
col., 2011). Sin embargo, la supresión de la neurogénesis no conduce necesariamente 
siempre a comportamientos depresivos (Vollmayr y col., 2007), lo que indica que la pérdida 
de nuevas neuronas no es suficiente para explicar los efectos observados en los modelos de 





de depresión mayor no han encontrado pruebas que acrediten la existencia de muerte 
neuronal (Reif y col., 2006), en su lugar proveen evidencias a favor de la reorganización 
sináptica hipocampal (Muller y col, 2001). 
 
 
Figura 3. Remodelado estructural en animales expuestos a modelos de trastornos del estado de ánimo. A. 
Estudios en animales sugieren diferentes posibilidades para explicar la disminución del volumen hipocampal en los 
trastornos depresivos. (1) La atrofia dendrítica es el fenómeno mejor documentado en los estudios preclínicos. (2) 
La apoptosis fue por un tiempo la principal candidata para la reducción de volumen hipocampal, pero estudios 
posteriores no pudieron demostrar la pérdida neuronal masiva ya sea después de la exposición a los modelos 
animales o en pacientes deprimidos. (3) La disminución de células gliales se ha descripto en un modelo de estrés 
crónico en animales. (4) La reducción de la neurogénesis se ha descripto como un fenómeno altamente implicado. 
B. Alteraciones estructurales observadas en el hipocampo. La exposición a modelos de trastornos del estado de 
ánimo genera cambios estructurales tanto en la capa de células granulares del giro dentado (GD) como en la capa 
de células piramidales del área Cornus Ammonis 3 (CA3) del hipocampo. Mientras que el estrés disminuye la 
proliferación celular en el GD, en la región CA3 induce atrofia de las dendritas apicales de las neuronas piramidales, 
el tratamiento con antidepresivos aumenta la neurogénesis y bloquea la atrofia. Modificado de Czéh y Lucassen 





3.2 Mecanismos que perturban la homeostasis de la plasticidad estructural en la depresión 
Actualmente se postula que la depresión involucra la perturbación de los mecanismos 
homeostáticos que controlan la plasticidad sináptica, dando como resultado la 
desestabilización y la pérdida de las conexiones sinápticas de los circuitos involucrados en el 
control del estado de ánimo (Duman, 2002; Duman y Aghajanian, 2012). Esto podría deberse 
a la hiperactivación del eje hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA), al aumento de la 
neurotransmisión glutamatérgica y/o a la disminución de los niveles de los factores 
neurotróficos.  
3.2.1 El papel de las hormonas en el remodelado estructural del hipocampo: El eje 
hipotálamo-pituitario-adrenal 
Los glucocorticoides (principalmente el cortisol en humanos y la corticosterona en ratas) 
son hormonas esteroides que participan en numerosos procesos fisiológicos, tanto en el 
cerebro como en el resto del organismo. El estrés estimula al eje hipotálamo-pituitario-
adrenal (HPA) al incrementar la secreción de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) 
de las neuronas parvocelulares del núcleo paraventricular (PVN) del hipotálamo. A su vez, 
CRH promueve la liberación de corticotrofina de la corteza suprarrenal. Este eje HPA se 
encuentra bajo estricto control, mediante un mecanismo de retroalimentación inhibitoria 
mediada por receptores de glucocorticoides presentes tanto en el PVN como en la glándula 
pituitaria, para prevenir los efectos nocivos de niveles excesivos de glucocorticoides 
circulantes. A pesar de ello, el estrés crónico con frecuencia produce hipersecreción de CRH 
y de glucocorticoides debido a una disminución de la sensibilidad a la inhibición por 
retroalimentación mediada por estos esteroides (Young y col., 1994; Sandi y Bisaz, 2007).  
De manera similar a otros trastornos neuropsiquiátricos, la depresión posee una etiología 
múltiple y variada que incluye factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Entre estos 
últimos, se destaca el estrés. Por ello, no sorprende que la depresión se asocie con el mal 
funcionamiento del eje HPA. En los pacientes depresivos se observa una secreción diurna 
elevada de cortisol que presenta un ritmo circadiano aplanado y una retroalimentación 
negativa deficiente (Parker y col., 2003; Schüle, 2007). Se sabe que el hipocampo tiene una 
participación importante en la inhibición por retroalimentación de los niveles de 
glucocorticoides (Jacobson y Sapolsky, 1999). El remodelado y el daño neuronal en esta 
región llevan a una disminución en la eficiencia del control de la liberación de CRH, 





deterioro del hipocampo (McEwen, 2010). Llamativamente, el aumento de cortisol causa 
disfunción serotonérgica (Mokrani y col., 1997). Por otra parte, el tratamiento crónico con 
antidepresivos normaliza la función del eje HPA. Temporalmente, este efecto es 
coincidente o ligeramente anterior al alivio de los síntomas depresivos (Ising y col., 2007). 
De esta manera, la normalización de la función del eje HPA se ha convertido en un objetivo 
importante de las nuevas terapias antidepresivas (Banasr y col., 2011; Wainwright y Galea, 
2013). 
3.2.2 El incremento de los niveles de glutamato 
El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC de los mamíferos, y es 
por ello que participa en la mayoría de sus funciones. Aunque es más conocido por las 
funciones que desempeña en el sistema nervioso maduro, el glutamato es también de vital 
importancia durante el desarrollo. En este periodo regula la neurogénesis, el crecimiento 
de neuritas, la sinaptogénesis y la muerte celular programada (Mattson, 1996 y 2008). 
Debido a su efecto sobre la dinámica del citoesqueleto en el cono de crecimiento y en el 
eje de las neuritas, el glutamato regula la extensión de los axones. La activación de los 
receptores AMPA despolariza la membrana plasmática, resultando en la apertura de 
canales de Ca2+ dependientes de voltaje y de los canales de los receptores de NMDA. El 
ingreso de Ca2+ inducido por la activación de los receptores glutamatérgicos  produce una 
polimerización rápida de la actina en forma local, generando extensiones de tipo filopodio 
en los conos de crecimiento (Mattson, 2008). En contraposición, la elevación sostenida de 
los niveles de Ca2+ intracelular en respuesta a la activación de los receptores 
glutamatérgicos puede resultar en la despolimerización de los microfilamentos y de los 
microtúbulos dando lugar a la retracción y cese del crecimiento. Además, la activación 
sostenida y excesiva de estos receptores puede provocar la muerte neuronal, 
particularmente en condiciones de reducción de la disponibilidad de energía y aumento del 
estrés oxidativo. Este fenómeno, que se denomina excitotoxicidad, se manifiesta en 
patologías de índole neurodegenerativo, como por ejemplo la enfermedad de  Alzheimer 
(McEwen, 2007: Mattson, 2008). 
En consonancia con lo anteriormente expuesto, existen evidencias que indican que la 
elevación de los niveles de glutamato puede contribuir a la atrofia y a la pérdida neuronal 
en respuesta al estrés y en la depresión. En modelos experimentales de estas patologías se 





de su liberación como por una disminución de su aclaramiento (McEwen y Magarinos, 
1997; Almeida  y col., 2010; Zink y col., 2010). El exceso de glutamato resultante podría 
contribuir al daño celular e influir sobre las células progenitoras neurales (Mattson, 2008).  
3.2.3 La disminución de los niveles de BDNF  
La depresión se asocia con una disminución de la expresión cerebral de varios factores 
neurotróficos. La mayoría de los trabajos se han centrado en el BDNF (Monteggia, 2007: 
Banasr y col., 2011).  
Los pacientes deprimidos presentan niveles reducidos de BDNF en suero (Karege y col., 
2002; Shimizu y col., 2003). Por el contrario, el aumento de los niveles de BDNF está 
asociado con el tratamiento antidepresivo y el alivio de la depresión (Aydemir y col., 2005). 
Estos resultados se asemejan a los obtenidos en modelos animales de depresión, donde se 
demostró que el tratamiento crónico con antidepresivos incrementa los niveles de BDNF, 
efecto que correlaciona con el alivio de los síntomas depresivos (Siuciak y col., 1997; Russo -
Neustadt y col., 1999; Shirayama y col., 2002, Altar y col., 2003;) y que la infusión 
intracraneal de BDNF produce efectos antidepresivos (Siuciak y col., 1997; Shirayama y col., 
2002). Por otra parte, y considerando que la activación del receptor TrkB media en gran 
medida las acciones beneficiosas de BDNF sobre la plasticidad (Seil y Drake-Baumann, 2000; 
Li y col., 2008), se ha demostrado que la inhibición de la señalización mediada por TrkB 
atenúa la eficacia terapéutica de los antidepresivos (Li y col., 2008). En conjunto, estos 
estudios indican que el BDNF es un factor clave en las acciones de los antidepresivos, 
efectos que se vincularían, al menos en parte, con la acción del BDNF sobre la neurogénesis 
y sobre las espinas dendríticas. 
 
4. La molécula de adhesión neuronal (NCAM) y su forma polisialilada, PSA-NCAM: 
perturbación de la homeostasis sináptica en la depresión? 
La plasticidad neuronal es un proceso complejo y variado, que implica tanto el desarrollo 
neuronal, la migración de las neuronas recién generadas, modificaciones dendríticas y el 
remodelado sináptico. Las  proteínas que facilitan y contribuyen a la plasticidad del tejido 
nervioso son igualmente variadas y abundantes. Entre ellas, se puede destacar a las moléculas 
de adhesión celular. Estas proteínas desempeñan un papel fundamental en la función y 





La molécula de adhesión celular neural (NCAM) es una de las más abundantes en las sinapsis 
excitadoras del hipocampo (Figura 4) (Shin y col., 2002y col., 2003). Además de su función 
adhesiva en las sinapsis, tiene un papel destacado durante el proceso de sinaptogénesis, en el 
reclutamiento y en la estabilización del pool de vesículas sinápticas (Ryan, 2001; Polo-Parada y 
col., 2004). Por otra parte, NCAM y su forma polisialilada, PSA-NCAM, participan en la 
plasticidad sináptica y en los procesos de aprendizaje y memoria (Muller y col., 1996; Dityatev 
y col., 2004 y 2008). Más aún, se sabe que la adición de ácido polisiálico (PSA) a NCAM resulta 
esencial para promover el remodelado neuronal (Muller y col., 1996; Rutishauser, 2008). Sin 
embargo, y a pesar de la importancia de las moléculas de adhesión celular en la función 
sináptica, se conoce muy poco acerca de su participación en los cambios plásticos descritos en 
los pacientes deprimidos y en los modelos experimentales de depresión. El presente trabajo de 




Figura 4. Representación esquemática de una sinapsis neuronal. La sinapsis neuronal comprende una zona 
activa enfrentada a la densidad post-sináptica (DPS), rodeado por un complejo de unión intercelular 
denomina Puncta adherens. En el Puncta adherens se localizan las moléculas de adhesión. Vesículas 
sinápticas (SV). Modificada de Colman, 1997. 
 
4.1 Estructura, síntesis y recambio 
La molécula de adhesión NCAM se encuentra codificada en un único gen. En los ratones, el 
gen para NCAM consiste en 24 exones: los primeros 15, codifican para el dominio 
extracelular de NCAM. La expresión de estos exones resulta en la producción de una proteína 





por medio de un grupo de anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 5A). Alternativamente, 
la transcripción puede incluir el exón 16, que codifica para el dominio transmembrana, y los 
exones 17-19, que codifican para el dominio intracelular. Si la transcripción incluye el exón 
18, el resultado es una proteína de 950 aminoácidos de longitud (NCAM-180). Si el exón 18 
se excluye de la transcripción, se genera una proteína de  850 aminoácidos de longitud, 
NCAM-140. Debido al corte y empalme alternativo del ARNm para NCAM, NCAM-120, NCAM-
140 y NCAM-180 son las principales isoformas que se expresan en la membrana plasmática. 
Existen diferencias con respecto a la especificidad y al nivel de expresión de estas isoformas 
en diferentes células del sistema nervioso. Mientras NCAM-120 se expresa únicamente en 
células gliales, NCAM-180 se expresa en las neuronas, y NCAM-140 en ambos tipos celulares. 
El dominio extracelular de estas isoformas se compone de cinco dominios similares a los 
dominios de inmunoglobulina y dos módulos de fibronectina tipo III. Es posible que se 
produzcan interacciones NCAM-NCAM totalmente antiparalelas (trans) o de modo paralelo 
(cis), cuando los dominios median dimerización de NCAM situados en la misma superficie de 
la célula, y tales dímeros interactúan de forma trans para formar diversos complejos de 
adhesión tipo cremallera. El dominio extracelular de NCAM también participa en las 
interacciones heterófilicas con la molécula de adhesión neural L1, con proteoglicanos, el 
receptor de FGF (del inglés Fibroblast growth factor, Factor de crecimiento de fibroblastos), 
el receptor de GDNF (del inglés glial cell derived neurotrophic factor, factor derivado de la 
glia), diversos tipos de colágeno, etc. Además de las tres isoformas principales de membrana, 
existen varias formas secretadas al espacio extracelular (Bonfanti, 2006; Senkov y col., 2012). 
La plasticidad neuronal mediada por NCAM se facilita a través de las isoformas que sufren 
una modificación post-traduccional, la glicosilación con PSA (Figura 5A). El PSA es un 
homopolímero lineal de ácido α2,8 siálico, cargado negativamente, que actúa disminuyendo 
las interacciones NCAM-NCAM y por lo tanto interfiere con la adhesión celular (Gascon y col., 
2007). Es importante mencionar la existencia de otras proteínas que pueden ser blanco de 
polisialilación. Estudios recientes identifican a SynCAM-1 y a neuropilina-2 como nuevos 
aceptores de ácido siálico en los oligodendrocitos del cerebro perinatal y en las células 
dendríticas del sistema inmune, respectivamente (Galuska y col., 2010; Mühlenhoff y col., 
2013; Rollenhagen y col., 2013). De todas maneras, en los vertebrados, NCAM continúa 
siendo el principal aceptor de este hidrato de carbono. Esta modificación se produce en los 
dominios de inmunoglobulinas situado en el dominio extracelular de NCAM y, de esta 





regulación de las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular durante el 
remodelado sináptico (Hildebrandt y col., 2008). 
 
Figura 5. Esquema de las tres isoformas principales de NCAM y su forma polisialilada. A. El dominio extracelular de 
NCAM se compone de cinco dominios de inmunoglobulina (Ig) y dos de fibronectina tipo III (FnIII). NCAM-180 y 
NCAM-140 son proteínas transmembrana que difieren en la longitud de su dominio intracelular, mientras que 
NCAM-120 se une a la membrana plasmática mediante un grupo de anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI). NCAM es 
una glicoproteína que contiene 6 sitios de N-glicosilación. El radio hidrodinámico de ácido polisiálico (PSA) se 
representa como una esfera sombreada. B. El grado de polisialilación de NCAM se define por la interacción de las 
polisialiltransfersas (ST8SiaII y ST8SiaIV) y puede variar con respecto al número de cadenas de PSA por NCAM, la 
longitud de cada cadena de PSA individual, y la relación de NCAM libre de polisialilada respecto de NCAM 
polisialilado (NCAM/PSA-NCAM). NCAM,Neural cell adhesion molecule; PSA-NCAM, forma polisialilada de NCAM. 
Modificado de Hilderbrandt y col. (2008). 
Los niveles cerebrales de PSA-NCAM son elevados durante el desarrollo y su expresión 
disminuye gradualmente después del nacimiento, permaneciendo expresado únicamente en 





hipocampo, la zona subventricular, el tálamo, la corteza prefrontal y la amígdala 
(Rutishauser, 2008). La unión de PSA a NCAM se lleva a cabo mediante dos enzimas cuya 
actividad se encuentra independiente y finamente regulada. La polisialiltransferasa 
ST8SiaII/STX se expresa predominantemente durante el desarrollo prenatal y postnatal 
temprano, mientras que la expresión de ST8SiaIV/PST persiste en la edad adulta (Figura 5B). 
NCAM se sintetiza en el retículo endoplasmático, y su expresión en la superficie celular 
puede demorar aproximadamente una hora. La polisialilación es un proceso rápido que tiene 
lugar en el aparato de Golgi. La degradación de las isoformas de NCAM con dominio 
transmembrana, NCAM-140 y -180, se produce a través de la escisión enzimática que llevan a 
cabo metaloproteasas, mientras que la isoforma anclada a GPI, NCAM-120, se escinde 
mediante una fosfolipasa C específica (Senkov y col., 2012). Se sabe también que NCAM 
puede ser internalizado de la membrana plasmática (Miñana y col., 2001; Diestel y col., 
2007), y es la monoubicuitinazacion la señal que gatilla la endocitosis (Diestel y col., 2007). 
PSA-NCAM también puede sufrir endocitosis (Monzo y col., 2013). Una vez internalizadas, 
ambas moléculas pueden reciclarse a la membrana o degradarse en los lisosomas (Diestel y 
col., 2007). 
4.2 Funciones biológicas 
Debido a que la eliminación de PSA aumenta las propiedades adhesivas de NCAM in vitro, 
disminuye la respuesta a la extensión de neuritas, y conduce a una disminución en la 
distancia entre las membranas pre y post-sinápticas, se ha propuesto que mientras NCAM 
promueve la estabilidad, PSA-NCAM promueve la plasticidad (Rutishauser, 2008). Esta idea 
se sustenta también por el hallazgo de que PSA-NCAM se expresa en el cerebro adulto en 
áreas con alto grado de plasticidad, como por ejemplo el hipocampo (Seki y Arai, 1993). La 
base molecular para esta función de PSA-NCAM se ha atribuido al gran tamaño y a la carga 
negativa de PSA (Yang y col., 1994; Rutishauser, 2008), características estructurales que 
modifican las propiedades adhesivas de NCAM por impedimento estérico y electrostático 
(Yang y col., 1994; Fujimoto y col., 2001). Por el contrario, PSA puede modular positivamente 
otras interacciones mediadas por NCAM como su asociación heterofílica con proteoglicanos 
(Storms y Rutishauser, 1998), lo que sugiere que el PSA puede funcionar como un mediador 
entre las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Por otra parte, también se 
ha demostrado que PSA modula positivamente la señalización mediada por BDNF (Muller y 





demostrado que PSA sólo o unido a NCAM inhibe la activación de los receptores NMDA que 
contienen la subunidad GluN2B en presencia de  concentraciones de glutamato del orden 
micromolar. En ausencia de PSA-NCAM se altera la potenciación a largo plazo (LTP), 
posiblemente como consecuencia de la pérdida de su efecto modulatorio sobre los 
receptores NMDA (Kochlamazashvili y col., 2010).  
Otras líneas de evidencias indican que se requieren niveles normales de PSA-NCAM para el 
remodelado sináptico (Dityatev y col. 2004; Guiraudie-Capraz y col. 201), la plasticidad 
(Muller y col. 1996; Sandi, 2004; Theodosis y col. 1999), la reparación y la regeneración 
neuronal (Kiss y col. 2001; Nguyen y col. 2003), y la memoria espacial (Becker y col., 1996; 
Venero y col., 2006). En consonancia, el aumento de la expresión de PSA-NCAM observado 
después de una lesión cerebral se interpreta como un mecanismo de reparación / 
remodelación tras el daño hipocampal (Domínguez y col. 2003; Fox y col. 2001.). De esta 
manera, existen evidencias muy sólidas acerca de la importancia de PSA-NCAM en la 
plasticidad y por ello se ha postulado su participación en la regulación de funciones 
cognitivas superiores, en trastornos neuropsiquiátricos y en la reparación de tejidos 
(Amoureux y col., 2012). 
4.2.1 La polisialilación controla la plasticidad mediante la regulación del balance 
NCAM/PSA-NCAM 
Un hecho muy interesante es que los ratones deficientes en NCAM exhiben un fenotipo 
viable, sano y fértil, con anomalías morfológicas cerebrales de importancia menor 
(Tomasiewicz y col., 1993; Cremer y col., 1994; Chazal y col., 2000), lo que sugiere que otras 
moléculas de adhesión podrían compensar la deficiencia de NCAM. Por el contrario, los 
ratones que carecen de las polisialiltransferasas muestran un fenotipo grave con defectos 
específicos en las conexiones cerebrales, hidrocefalia progresiva, retraso del crecimiento 
postnatal, muerte precoz y malformaciones severas de las principales vías axonales 
(Weinhold y col., 2005). 
Los ratones deficientes en PSA-NCAM manifiestan un déficit cognitivo dependiente del 
hipocampo (Angata y col. 2004). En condiciones de deficiencia de NCAM se ha descripto 
una reducción significativa del tamaño del bulbo olfatorio (Cremer y col., 1994; 
Tomasiewicz y col., 1993), defectos en las fibras musgosas del hipocampo (Cremer, 1997), y 
déficits en el aprendizaje espacial (Tomasiewicz y col., 1993). La reducción del tamaño del 





de la zona subventricular anterior, que proporciona interneuronas para el bulbo olfatorio 
en etapas post-natales (Hu y Rutishauser, 1996). Sin embargo, esta condición sería  
reproducida por la eliminación enzimática de PSA (Chazal y col., 2000; Hu, 2000).  
La implementación de diferentes paradigmas destinados a evaluar el aprendizaje en 
animales ha reforzado la participación de NCAM en la formación de memoria al establecer 
que: 1) la polisialilación de NCAM en el hipocampo (Doyle y col., 1992; Fox y col., 1995; 
Murphy y col., 1996), y la síntesis de NCAM (Scholey y col. 1993) aumentan después de una 
tarea de aprendizaje, 2) la formación de memoria puede ser abolida mediante la inyección 
intracraneal de anticuerpos dirigidos contra NCAM (Scholey y col., 1993; Mileusnic y col., 
1995) o la eliminación enzimática de PSA (Becker y col., 1996). En ratones deficientes en 
NCAM, el LTP está inhibido en cortes de hipocampo (Muller y col., 1996; Cremer y col., 
1998) así como en ratones controles tras la administración de anticuerpos dirigidos contra 
NCAM o luego de la eliminación enzimática de PSA (Muller y col., 1996; Lüthl y col., 1994; 
Rønn y col., 1995). Además, la inducción in vivo de LTP en el hipocampo de rata adulta 
incrementa de manera rápida y sostenida la polisialilación de NCAM debido al aumento de 
la expresión de las polisialiltransferasas (Guiraudie-Capraz y col., 2011). Interesantemente, 
Senkov y col. (2006) demostraron que los defectos en la memoria contextual y en el LTP 
observados en los animales deficientes en NCAM se normalizan y se rescatan, 
respectivamente, mediante la aplicación intra-hipocampal de PSA o PSA-NCAM, pero no de 
NCAM.  
Estos hallazgos en su conjunto indican que la glicosilación de NCAM desempeñaría un 
papel más crítico en las funciones biológicas atribuidas a NCAM que la presencia o ausencia 
de la proteína portadora en sí misma, atribuyendo a PSA el papel de regulador clave de las 
funciones centrales de NCAM. 
4.3 Posible implicancia de NCAM y PSA-NCAM en la depresión 
En pacientes neuropsiquiátricos y en modelos de estrés crónico se han descripto niveles 
alterados de NCAM (Poltorak y col., 1996; Sandi y col., 2001; Touyarot y Sandi, 2002; Venero 
y col., 2002; Alfonso y col., 2006; Sandi y Touyarot; 2006). Estos hallazgos han llevado a 
proponer que la reducción de los niveles de NCAM estaría involucrada en los efectos nocivos 
del estrés crónico sobre el funcionamiento neuronal, los procesos cognitivos y las 
manifestaciones conductuales en animales (Sandi, 2004; Sandi y Bisaz, 2007; Aonurm-Helm y 





Como se describiera más arriba, la expresión de PSA-NCAM en el sistema nervioso adulto es 
esencial para la plasticidad estructural, incluyendo la neurogénesis, la plasticidad sináptica, y 
el crecimiento de neuritas (Seki y Rutishauser; 1998; Bonfanti, 2006; Bonfanti y Theodosis, 
2009). PSA-NCAM participa en el remodelado sináptico y en todos los aspectos de la 
neurogénesis (proliferación, diferenciación, migración y supervivencia) en el hipocampo. De 
este modo, modificaciones en la polisialilación neuronal pueden alteran el remodelado y la 
neurogénesis en su conjunto (Seki y Arai, 1993; Fox y col., 1995; Wainwright y Galea, 2013). 
De hecho, el estrés crónico reduce tanto la expresión de la proteína portadora de PSA, NCAM 
(Bessa y col., 2009), como la adición de PSA (Sandi y col., 2001; Pham y col., 2003; Nacher y 
col., 2004; Cordero y col., 2005) en el hipocampo. Estos efectos son, además, dependientes 
del tipo de estresor (Wainwright y Galea, 2013). Otro detalle importante es que en los 
modelos de estrés crónico, los niveles de PSA-NCAM aumentan inicialmente, para luego 
disminuir, muy probablemente debido al agotamiento de los sistemas de compensación del 
hipocampo (Sandi y col., 2001; Pham y col., 2003.). 
Las alteraciones en la expresión de PSA-NCAM inducidas por estrés también se observan en 
otras regiones asociadas con la depresión, como la amígdala y la corteza prefrontal (Gilabert-
Juan y col., 2011; Djordjevic y col., 2012; Guirado y col., 2012). Del mismo modo, la expresión 
de PSA-NCAM se reduce en la amígdala de pacientes con trastorno depresivo mayor (Maheu 
y col., 2013). Sin embargo, no se han descripto cambios en la corteza prefrontal (Gilabert-
Juan y col., 2012). Finalmente, los ratones deficientes en PSA-NCAM evidencian un déficit 
conductual dependiente del hipocampo similar a las alteraciones conductuales observadas 
en la depresión (Angata y col., 2004; Markram y col., 2007; Bisaz y col., 2009). Sin embargo, 
hasta el momento no existen evidencias acerca de los niveles de expresión o de las 
consecuencias estructurales y conductuales de la reducción de PSA-NCAM en modelos 
experimentales de depresión. Este trabajo de Tesis intenta explorar algunos de estos 
aspectos.  
Respecto al tratamiento con antidepresivos, varios estudios muestran que estos fármacos 
modulan la expresión de PSA-NCAM (Sairanen y col., 2007; Varea y col., 2007a y 2007b; 
Homberg y col., 2011), sugiriendo la participación de esta molécula en la plasticidad inducida 
por los antidepresivos. Sin embargo, es fundamental destacar que esta hipótesis todavía no 
ha sido confirmada, ya que los estudios se han realizado únicamente empleando animales 





antidepresivos sobre la expresión de PSA-NCAM en modelos experimentales de depresión. 
En conjunto, estos hallazgos sugieren que PSA-NCAM podría participar en la acción 
antidepresiva a través de múltiples formas de plasticidad neuronal. Esta es una hipótesis que 
explora en este trabajo de Tesis. 
 
5. Tratamiento farmacológico de la depresión 
Hasta aproximadamente la década del ’40 no existía una terapia realmente efectiva para el 
tratamiento de la depresión. El advenimiento de la terapia electroconvulsiva estableció las 
directrices, las cuales se afianzaron hacia 1957 con el descubrimiento de la imipramina y la 
iproniazida. Con el paso de los años se han ido sumando nuevos antidepresivos (ISRS, entre 
otros) que han incrementado las posibilidades de tratamiento, paralelamente a la 
implementación de diferentes psicoterapias que completan el extenso campo terapéutico. Sin 
embargo, el beneficio clínico de estos tratamientos no es inmediato, ya que la eficacia 
antidepresiva demora de 3-4 semanas en manifestarse. Otros problemas en la terapéutica de 
los fármacos antidepresivos utilizados actualmente son las recaídas, los efectos secundarios, la 
resolución incompleta, y la resistencia (Pilar-Cuéllar y col., 2013). Estos problemas, constituyen 
desafíos actuales  en la investigación farmacológica, tanto clínica como pre-clínica. 
El ISRS Fluoxetina es uno de los fármacos más utilizados de su clase y constituye el fármaco 
de referencia para el tratamiento de la depresión. Los otros ISRS de los que se dispone son el 
citalopram, escitalopram, fluvoxamina, paroxetina y sertralina. A pesar de que los ISRS tienen 
diferentes estructuras moleculares, todos ellos tienen mecanismos de acción propuestos 
similares, aunque con diferentes propiedades farmacocinéticas y perfiles de efectos adversos 
(Brambilla y col., 2005). La Fluoxetina se absorbe bien en el tracto gastrointestinal y su 
biodisponibilidad es de aproximadamente 72%. Las concentraciones plasmáticas máximas se 
observan luego 6 a 8 hs (Keller y col., 2005).  
A pesar que tradicionalmente se ha considerado a la depresión como un trastorno en el 
sistema monoaminérgico, varias líneas de investigación han llevado a la conclusión de que las 
anomalías van más allá de este sistema. Por ello, el desarrollo de mejores antidepresivos 
seguramente dependerá del descubrimiento y la comprensión de nuevas dianas celulares y 
moleculares. En este sentido, las nuevas tendencias en investigación se han focalizado en 






5.1 Hipótesis de la  plasticidad neuronal en la acción de los antidepresivos 
Varios estudios clínicos realizados en pacientes adultos con episodios depresivos 
recurrentes indican una reducción en el volumen global de las estructuras límbicas y 
corticales implicadas en la fisiopatología subyacente del trastorno depresivo mayor (Schimidt 
y col., 2008) y que estos cambios se previenen o se reducen con el tratamiento crónico con 
antidepresivos (Sheline y col., 2003). Estos resultados sugieren que los antidepresivos 
pueden tener efectos “neuroprotectores” en el desarrollo y/o progresión de la depresión. Los 
cambios estructurales observados en el hipocampo y la corteza prefrontal de pacientes con 
depresión puede deberse a muchos factores,  ya mencionados más arriba.  
5.1.1 Neurogénesis en el giro dentado 
Curiosiamente, el BDNF promueve la plasticidad sináptica y la supervivencia de las 
neuronas que expresan TrkB (Teng y col., 2005; Li y col., 2008; Je y col., 2012). La expresión 
de BDNF, disminuye en el tejido cerebral de pacientes deprimidos en comparación con los 
controles sanos (Karege y col., 2002; Shimizu y col., 2003; Aydemir y col., 2005) y en 
animales de laboratorio sometidos a diferentes tipos de paradigmas (Siuciak y col., 1997; 
Russo -Neustadt y col., 1999; Shirayama y col., 2002, Altar y col., 2003;). Además, el 
tratamiento antidepresivo previene o revierte la reducción de los niveles de BDNF 
analizados en el tejido post-mortem de pacientes deprimidos (Chen y col., 2001) y en 
animales expuestos a estos modelos (Schimidt y col., 2008). Conjuntamente, estos hallazgos 
sugieren que los tratamientos antidepresivos pueden tener efectos neuroprotectores 
mediados, en parte, por el aumento del soporte trófico con un curso temporal que es 
consistente con la respuesta terapéutica y conductual de los antidepresivos. Por ello, se ha 
atribuido al tratamiento con antidepresivos un aumento de la neurogénesis. Si bien existen 
evidencias acerca de que la neurogénesis es necesaria para que los antidepresivos resulten 
efectivos (Vollmayr y col., 2007), no se conoce con claridad si una disminución de la misma 
podría ser la causa, o una de las causas que desencadena la depresión.  
5.1.2 Plasticidad fuera del giro dentado 
Las evidencias sugieren que el aumento de la plasticidad neuronal inducida por el 
tratamiento con antidepresivos no se limita a la neurogénesis. La construcción de los 
circuitos neuronales requiere del crecimiento y la retracción de los axones y dendritas 
(Lichtman, y Colman, 2000; Hua y col., 2004). Las dendritas nacientes producen “sinapsis de 





correspondiente se estabiliza (Hua y col., 2004). Por lo tanto, la estabilización de sinapsis 
dependiente de actividad parece dirigir la selección y eliminación  axonal y dendrítica.  El 
tratamiento con antidepresivos aumentan la variabilidad y el recambio de dendritas y 
axones. Por ejemplo, la administración crónica de Fluoxetina aumenta de manera 
simultánea la elongación y la retracción de neuritas en la corteza visual del ratón (Chen y 
col., 2011), en consonancia con la idea de que los antidepresivos aumentan el remodelado 
sináptico. 
En animales expuestos a modelos de trastornos del estado de ánimo se ha demostrado la 
reducción del volumen hipocampal, así como la  longitud y ramificación de las dendritas 
apicales del área CA3, y de la corteza prefrontal (Watanabe y col., 1992; Magariños y 
McEwen; 1995a; Magariños y col., 1996; McEwen y col., 2002; Bessa y col. 2009). 
Sorprendentemente, cada uno de estos efectos se previene con el tratamiento con 
antidepresivos (Magariños y McEwen; 1995b; Bessa y col. 2009; Castren y Hen, 2013). Por 
ejemplo, Czeh y col. (2001) demostraron que la tianeptina evita y Magariños y col. (1999) 
previene la atrofia del hipocampo inducida por el estrés. Interesantemente, un estudio, 
utilizando microscopía de dos fotones, describe que la Fluoxetina aumenta 
simultáneamente la elongación y la retracción de las branch tips dendríticas en la corteza 
visual de ratones (Chen y col., 2011). 
 
En su conjunto, las evidencias anteriores sugieren que el tratamiento crónico con 
antidepresivos aumenta la plasticidad en varios niveles estructurales del sistema nervioso. En 
todos los niveles, las nuevas neuronas y las sinapsis nuevas se producen en exceso y compiten 
por la supervivencia y/o estabilización. Estos datos sugieren que la combinación del 
tratamiento con Fluoxetina y el enriquecimiento o rehabilitación podría ser útil en numerosas 
condiciones en las que se desea la activación de la plasticidad en el adulto. De hecho, se ha 
demostrado la utilidad del tratamiento antidepresivo para la recuperación de pacientes que 
sufrieron accidentes cerebrovasculares (Chollet y col., 2011), así como en modelos animales de 
la enfermedad de Alzheimer (Aboukhatwa y col., 2010; Chadwick y col., 2011) y de lesión 
cerebral traumática (Han y col., 2011). En el caso de pacientes depresivos, la mayoría de los 
trabajos se realizaron empleando animales naive o modelos de estrés crónico. Esta Tesis 
explora los efectos de la Fluoxetina como antidepresivo de referencia y altamente prescripto, 





los estudios que evalúan el efecto de los antidepresivos sobre la plasticidad sináptica fallan en 
discriminar entre un efecto preventivo o de reversión de los cambios estructurales. Este 
trabajo de Tesis intenta discernir entre estos dos efectos, para lo cual se emplea un modelo 
experimental más adecuado. 
 
6. Modelos experimentales de depresión: Estudio de las bases neurobiológicas de la 
depresión y  su tratamiento farmacológico 
Existen varios modelos experimentales de depresión científicamente aceptados. La mayoría 
de ellos se basan en las similitudes aparentes entre las características clínicas observadas en 
los pacientes y las alteraciones conductuales inducidas experimentalmente en animales. Es 
importante señalar que la desesperanza y el sufrimiento subjetivo son las principales 
características de la depresión (Markowitz y Milrod, 2005). En este trabajo de Tesis se ha 
optado por un modelo experimental de depresión que se denomina “paradigma de 
desesperanza aprendida”. Este modelo tiene la ventaja de que el déficit conductual se induce 
en una sesión de entrenamiento y persiste por un largo período de tiempo, al menos 109 días 
(Reinés y col., 2008). Este modelo resultó ser el más adecuado para estudiar los interrogantes 
que plantea este trabajo de Tesis. De esta manera, se examinan los cambios plásticos 
inducidos por el paradigma y se intenta determinar la relación existente entre los procesos 
plásticos inducidos por la Fluoxetina y su eficacia a nivel conductual. Curiosamente este 
modelo experimental de depresión cuenta con, además del clásico grupo de animales con 
déficit conductual que corrige su conducta ante el tratamiento crónico con antidepresivos, 
otros dos grupos experimentales muy interesantes. Están aquellos en los que la experiencia no 
induce el déficit conductual y aquellos que resultan resistentes desde el punto de vista 
conductual al tratamiento farmacológico, un enfoque metodológico pensado para imitar las 
condiciones reales en el ámbito clínico. 
Nuestro grupo ha estado muy interesado en estudiar los marcadores sinápticos y del 
citoesqueleto neuronal afectados por el paradigma de desesperanza aprendida y por el 
tratamiento farmacológico. En la puesta a punto del modelo experimental, se probaron 
diferentes intensidades de corriente y de tiempos de exposición para determinar las 
condiciones óptimas de inducción de la conducta de desesperanza (Reinés y col., 2004). En 
dichos animales se ha demostrado una disminución de la subunidad liviana de los 





entrenamiento. Aunque la disminución de NFL no se acompaña de cambios similares en las 
otras dos subunidades, se puede suponer que las funciones axonales y dendríticas podrían 
verse afectadas en los animales desesperanzados debido a las alteraciones estructurales 
(Reinés y col., 2004). Curiosamente, en el hipocampo de las ratas expuestas al paradigma de 
desesperanza aprendida se ha descripto un aumento de la concentración de glutamato debido 
probablemente a una disminución de su aclaramiento (Almeida  y col., 2010; Zink y col., 2010). 
Como el hipocampo es una subregión del sistema límbico que juega un papel fundamental en 
el procesamiento de las emociones, y el glutamato es crucial para las funciones hipocampales, 
es posible especular que las alteraciones en este neurotransmisor podrían tener consecuencias 
conductuales dramáticas en este modelo de depresión. También hemos demostramos una 
disminución de las proteínas sinápticas sinaptofisina (SIN) y PSD-95 (del inglés post-synaptic 
density 95), proteína específica de sinapsis glutamatérgicas, en el área CA3 del hipocampo, 25 
días después del entrenamiento. Teniendo en cuenta que la disminución de SIN se 
correlaciona con la reducción en la densidad sináptica (Eastwood y col., 2001), nuestros 
resultados están de acuerdo con la pérdida de sinapsis reportada en este modelo (Hajszan y 
col., 2009). Sorprendentemente, el paradigma induce una reducción  de la proliferación de 
células del hipocampo 9 días post-entrenamiento (Malberg y Duman, 2003) únicamente en los 
animales expuestos al modelo que adquieren la conducta de desesperanza (Ho y Wang., 2010). 
Además, dicha disminución se revierte con el tratamiento con Fluoxetina (Malberg y Duman, 
2003). Interesantemente, el tratamiento crónico con Fluoxetina, si bien corrige el déficit 
conductual y normaliza las proteínas sinápticas, carece de efecto sobre las alteraciones 
observadas en el citoesqueleto neuronal (Reines y col., 2008), sugiriendo que en el hipocampo 






































1. Objetivos generales 
Si bien el normal funcionamiento del sistema nervioso conlleva el concepto de una sinapsis 
estable, en la actualidad se sabe que numerosas funciones del cerebro adulto involucran 
cambios plásticos que permiten tanto la eliminación de un contacto sináptico para formar 
otros nuevos como la formación de una nueva sinapsis ante la pérdida de la preexistente 
(Bear, 2003; Inoue y Okade, 2003). Las alteraciones de las sinapsis hipocampales en pacientes 
deprimidos, se postulan actualmente como uno de los sustratos neurobiológicos de la 
depresión. Por ello, el conocimiento de los mecanismos que participan en la estabilidad de la 
unión sináptica y que modulan los cambios plásticos a los que puede estar sometida, brindará 
posibles blancos farmacológicos que permitan intervenir para el tratamiento de numerosas 
patologías del sistema nervioso. 
Existen evidencias que indican que NCAM participa en fenómenos de plasticidad neuronal 
(Bonfanti, 2006). Su forma polisialilada, PSA-NCAM, además de tener propiedades no 
adhesivas, se considera actualmente un marcador de remodelado sináptico (Rutishauser, 
2008). Sin embargo, se desconoce el papel que estas moléculas desempeñan en los cambios 
plásticos del SNC, como por ejemplo en las alteraciones morfológicas hipocampales 
observadas en pacientes deprimidos y en modelos experimentales de depresión (McEwen, 
1999). La atrofia hipocampal descripta en estos modelos sería debida a una excesiva liberación 
de glutamato (McEwen, 1999), que conduciría a la disminución en el recambio de los 
neurofilamentos (Reinés y col., 2004), y finalmente, a la retracción dendrítica. Estas 
alteraciones morfológicas serían la consecuencia de cambios en las propiedades sinápticas, 
puestas de manifiesto por las alteraciones conductuales observadas en estos animales (Reinés 
y col., 2008). Sin embargo, se desconoce el papel que desempeñan los mecanismos 
moleculares que mantienen la conectividad sináptica, los cuales tendrían una participación 
esencial en la estabilidad y plasticidad sinápticas. Es interesante resaltar que la Fluoxetina, si 
bien revierte el déficit conductual en modelos experimentales de depresión, carece de efecto 
sobre las alteraciones observadas en el citoesqueleto neuronal (Reines y col., 2008), sugiriendo 
que en el hipocampo ocurren otros cambios plásticos que permiten recuperar la transmisión 
sináptica. De esta manera, es objetivo general de este de trabajo de Tesis estudiar las 
características del remodelado sináptico estructural y los mecanismos moleculares que 






2. Objetivos específicos: 
Teniendo en cuenta los antecedentes y las consideraciones mencionadas en la Introducción, 
se plantearon los siguientes objetivos específicos: 
2.1 Determinar las características ultra-estructurales del remodelado sináptico en el área 
CA3 del hipocampo en el modelo experimental de depresión conocido como paradigma de 
desesperanza aprendida y determinar su correlación con la conducta de desesperanza.  
Si bien se ha descripto la atrofia dendrítica de las neuronas del área del CA3 en modelos de 
depresión y de estrés crónico (Magariños y col., 1999; Watanabe y col., 1992), la reducción 
del número de sinapsis (Hajszan y col., 2009) y de marcadores sinápticos descriptos en 
modelos experimentales de depresión (Reines y col., 2008), se desconocen las características 
ultra-estructurales del remodelado sináptico en el CA3 así como su relación con las 
alteraciones conductuales. Para llevar a cabo este objetivo nos propusimos: 
2.1.1  Evaluar las características de las sinapsis del CA3 mediante microscopia electrónica 
en dos puntos temporales: cuando se establece la conducta de desesperanza y 3 semanas 
después de establecida la misma. Los parámetros a evaluar son: la densidad de las 
vesículas sinápticas, la presencia y tamaño de pooles de reserva y de “docking”, tamaño 
de la densidad post-sináptica, así como la longitud de la brecha sináptica. El paradigma de 
desesperanza aprendida permite determinar de manera temprana la adquisición de la 
conducta de desesperanza (día 4) y su persistencia (día 25), a diferencia de los modelos de 
estrés crónico que sólo permiten evaluar un único punto temporal al final del 
procedimiento. 
2.1.2 Determinar la relación temporal entre los cambios sinápticos y la adquisición y 
persistencia de la conducta de desesperanza. 
2.2 Evaluar los niveles de expresión de NCAM y de PSA-NCAM en el hipocampo de animales 
sometidos al paradigma de desesperanza y determinar su relación temporal con la 
conducta de desesperanza y con el remodelado sináptico. 
Se sabe que los niveles de NCAM y PSA-NCAM se modifican en modelos de estrés crónico 
(Poltorak y col., 1996; Sandi y col., 2001; Venero y col., 2002; Pham y col., 2003; Alfonso y 
col., 2006; Sandi y Touyarot; 2006; Wakabayashi y col., 2008) y que las moléculas de 
adhesión participan en fenómenos de plasticidad y de formación y maduración sinápticas 





participa en procesos de remodelado sináptico (Rutishauser, 2008). Sin embargo, se 
desconoce si los niveles de expresión de estas moléculas se alteran en modelos 
experimentales de depresión. Para llevar a cabo este objetivo planteamos: 
2.2.1 Estudiar la expresión de estas moléculas de adhesión en el hipocampo mediante la 
evaluación tanto de los niveles en hipocampo total como en las diferentes sub-regiones 
hipocampales (CA3, CA1 y GD) en los puntos temporales mencionados en 2.1.1.  
2.2.2 Determinar la relación temporal de los cambios en los niveles de NCAM y PSA-NCAM 
con la conducta de desesperanza y con el remodelado sináptico ultra-estructural. 
2.3 Modelar in vitro la atrofia dendrítica inducida por glutamato y determinar su relación 
con los cambios sináptiicos y en el patrón y en los niveles de expresión de NCAM y PSA-
NCAM. 
Una de las hipótesis acerca del fenómeno que desencadena la atrofia dendrítica en 
modelos experimentales de depresión es la hiperestimulación glutamatérgica debido que el 
bloqueo de receptores glutamatérgicos previene la aparición de dicho efecto (McEwen, 
1999). Si bien existen evidencias que indican que la adhesividad mediada por NCAM se 
modifica con la actividad neuronal mediada por glutamato (Dityatev y col., 2004) y que los 
niveles de NCAM/PSA-NCAM se modifican en modelos de estrés crónico (Sandi y col., 2001;; 
Venero y col., 2002; Pham y col., 2003; Alfonso y col., 2006; Sandi y Touyarot; 2006), 
actualmente se desconoce la relación entre los cambios en los niveles de NCAM/PSA-NCAM, 
la atrofia dendrítica y el remodelado sináptico. Para ello nos propusimos: 
2.3.1 Determinar el curso temporal de los cambios en el árbol dendrítico y establecer con 
precisión el punto temporal en que se establece la atrofia dendrítica inducida por 
glutamato en neuronas hipocampales en cultivo, empleando una condición que produzca 
atrofia dendrítica sin muerte neuronal.  
2.3.2 Evaluar, en el mismo sistema, la cronología de los cambios en los niveles y en el 
patrón de expresión de marcadores sinápticos tales como SIN y PSD-95.  
2.3.3 Evaluar, en el mismo sistema, la cronología de los cambios en los niveles y en el 
patrón de expresión de las moléculas de adhesión NCAM y PSA-NCAM y determinar su 





2.3.4 Comparar lo cambios dendríticos, sinápticos y en NCAM/PSA-NCAM inducidos por el 
glutamato in vitro con los observados en animales expuestos al paradigma de 
desesperanza.  
2.4 Determinar las características del remodelado sináptico y el efecto sobre NCAM/PSA-
NCAM inducido por el tratamiento crónico con Fluoxetina en el paradigma de desesperanza 
aprendida.  
Se ha observado que la Fluoxetina, careciendo de efecto sobre la reducción de los 
neurofilamentos observada en modelos experimentales de depresión (Reinés y col., 2008), 
normaliza la conducta dependiente del hipocampo. De hecho, resultados obtenidos en 
nuestro laboratorio indican que el tratamiento con Fluoxetina normaliza la disminución de 
proteínas sinápticas como la SIN y la PSD-95, efecto que desaparece al suspender el 
tratamiento (Reinés y col., 2008). Sin embargo, se desconocen las características ultra-
estructurales del efecto de la Fluoxetina sobre las sinapsis del CA3 así como su relación con 
los niveles de NCAM/PSA-NCAM. Asimismo, se desconoce si la Fluoxetina previene o revierte 
los efectos sinápticos. Para ello nos propusimos: 
2.4.1 Evaluar el efecto de la Fluoxetina sobre las características ultra-estructurales 
sinápticas de los animales sometidos al paradigma de desesperanza, comenzando el 
tratamiento crónico una vez evidenciada dicha conducta. De esta manera se podrá 
establecer si existe un efecto de prevención y/o reversión de las alteraciones sinápticas y su 
relación con la conducta de desesperanza.   
2.4.2 Evaluar el efecto de la Fluoxetina sobre los niveles de NCAM y PSA-NCAM en los 
animales sometidos al paradigma de desesperanza, comenzando el tratamiento una vez 
evidenciada dicha conducta. De esta manera se podrá establecer si existe un efecto de 
prevención y/o reversión de dichas alteraciones y su relación con la conducta de 
desesperanza.   
2.5 Simular un incremento de PSA-NCAM semejante al que produce la Fluoxetina en el área 
CA3 del hipocampo y analizar su efecto sobre la conducta de desesperanza y sobre el 
remodelado sináptico en animales expuestos al paradigma de desesperanza aprendida. 
Resultados de este trabajo de Tesis demuestran que la Fluoxetina normaliza la conducta de 





hipocampo. Actualmente se desconoce el impacto que puede tener el incremento 
hipocampal de PSA-NCAM sobre la conducta y el remodelado sináptico. Por ello planteamos: 
2.5.1 Administrar en el área CA3 del hipocampo un péptido mimético funcional de PSA a 
animales que manifiestan la conducta de desesperanza y evaluar su efecto sobre la 
conducta y sobre el marcador sináptico SIN.  

















































Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico. Los anticuerpos monoclonales anti-
NCAM y anti-PSA-NCAM fueron provistos por hybridoma Bank (Iowa, USA). Mientras que los 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra MAP-2, SIN, PSD-95, β-actina  y los anticuerpos 
secundarios [anticuerpos secundarios marcados (FITC o RedTM) y conjugado con peroxidasa] 
fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA), Chemicom, Affinity 
BioReangents Inc. (Golden, CO, USA), ICN Inc. y Jackson InmunoReasearch Laboratory Inc. 
(West Grove, PA, USA), respectivamente. El medio de montaje para microscopía de 
fluorescencia, Vectashield, fue provisto por Vector Laboraty Inc. (Burlingame, CA, USA). Todos 
los reactivos utilizados en cultivo, incluyendo CellTracker™ Green CMFDA (5-chlorometIl 
fluorescein diacetatO) fueron adquiridos en Invitrogen. Mientras que MK-801 o dizocilpina (5S, 
10R-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleato), 6-cIano-7-




Se utilizaron ratas Wistar macho adultas obtenidas en el Bioterio Central de la Facultad de 
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Los animales presentaron un peso 
comprendido entre 200 y 230 gramos al comienzo de los experimentos. Los mismas se 
alojaron en grupos de cuatro para evitar el hacinamiento y a su vez el alojamiento en solitario. 
Se mantuvieron alojados en el bioterio del ININFA en un ambiente de humedad y temperatura 
controlada, con ciclos de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad, con libre acceso al alimento y al 
agua. Los experimentos se llevaron todos a cabo de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso 
de Animales de Laboratorio proporcionado por Nacional Institute of Health (NIH), Estados 
Unidos. Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires (Número de aprobación: 220312-1). Se tuvo especial cuidado 
para reducir al mínimo el sufrimiento y el número de animales utilizados. 
 
3. Modelo animal de depresión: paradigma de desesperanza aprendida 
El modelo animal de depresión conocido como paradigma de desesperanza aprendida es un 
modelo ampliamente aceptado (Anisman y Merili, 2001; Fritz y Vollmayr, 2005). El mismo fue 




descripto por Nakagawa y col. (1999) y Vollmayr y Henn (2001), y posteriormente modificado 
por Reinés y col. (2004 y 2008). 
Este modelo experimental de depresión transcurrió en tres etapas: Una primera etapa, día 0, 
se sometió a los animales a una serie de shocks inescapables con la finalidad de inducir la 
conducta de desesperanza (etapa comúnmente llamada sesión de entrenamiento). Una 
segunda etapa (primera sesión de testeo), día 4, se sometió a los animales a una prueba de 
evitación activa para verificar la adquisición de la conducta de desesperanza. Y por último una 
tercera etapa (segunda y última sesión de testeo), día 25, se sometió nuevamente a los 
animales a una prueba de evitación activa para corroborar la persistencia de la conducta de 
desesperanza (Figura 6A). 
3.1 Sesión de entrenamiento 
Para la inducción de la conducta de desesperanza se utilizó una caja de Plexiglas forrada de 
negro, de 28 x 21 x 25 cm3, con un piso de varillas de acero inoxidable conectadas a una 
fuente de corriente (Figura 6B). La fuente fue configurada para disparar shocks eléctricos de 
0,6 mA durante los primeros 15 segundos de cada minuto durante 1 hora, es decir un total 
de 60 shocks/h. 
En el primer día (día 0) se dividieron, aleatoriamente, los animales en dos grupos, Control y 
Shockeados. Las ratas Control se trataron de la misma manera que las ratas Shockeadas, con 
la diferencia de que no recibieron el shock eléctrico durante el entrenamiento. Cada animal 
se colocó individualmente en la jaula de entrenamiento y se le permitió 5 min de 
habituación. Durante la sesión de entrenamiento se tomaron las precauciones adecuadas 
(aislamiento de ruido ambiental y visual) para que el factor estresante producido por el shock 
no fuera afectado por otras condiciones externas. Luego de la sesión de entrenamiento los 
animales se colocaron nuevamente en sus respectivas jaulas y se mantuvieron alojados bajo 
las condiciones ya mencionadas. Todas la sesiones de entrenamiento fueron realizas durante 
la mañana (8 -10 hs). 
3.2 Primera sesión de testeo 
Cuatro días (día 4) después de la sesión de entrenamiento se procedió a verificar si los 
animales shockeados habían adquirido la conducta de desesperanza. Para la sesión de testeo 
se utilizó una caja compuesta por dos compartimentos del mismo tamaño separados por una 
puerta (7 x 7 cm) (Figura 6C). Para evitar la asociación de plaza se tomó la precaución de 




utilizar un revestimiento de color diferente al usado en el entrenamiento. El piso resultó 
idéntico al descripto para la caja de entrenamiento, con la salvedad de que sólo uno de los 
dos compartimentos estaba conectado a la fuente de corriente, al cual se lo denominó 




Figura 6. Diseño experimental y evaluación de la falla conductual en animales expuestos al paradigma de 
desesperanza aprendida. (A) El día 0 los animales recibieron el shock inescapable y 4 días después se 
agruparon de acuerdo a los valores de la latencia de escape en: animales shockeados no desesperanzados 
(SND) y animales shockeados desesperanzados (SD). Los animales Control se colocaron en la misma caja de 
entrenamiento en idénticas condiciones pero éstos no recibieron el shock eléctrico. En el esquema del 
diseño experimental se observan los 3 grupos experimentales tanto para la primera como para la segunda 
sesión de testeo. (B) Caja utilizada para la sesión de entrenamiento, a la izquierda se observa la fuente de 
poder. También se observa la cobertura negra que evita que la sesión de entrenamiento se vea afectada 
visualmente por el entorno. (C) Caja utilizada en las sesiones de testeo. Se observa el piso de varillas de 
acero inoxidable y los dos compartimentos del mismo tamaño separados por una puerta. Solo uno de los 
compartimentos está conectado a la fuente de poder. Para evitar  la asociación de plaza se utilizó un 
revestimiento de color diferente al usado en   el entrenamiento.  
 
Los animales se colocaron individualmente en el compartimento no seguro y se les permitió 
habituarse durante 5 min. En cada ensayo se aplicó un shock eléctrico de 0,6 mA durante 20 s 
con un tiempo de inter-ensayo de 40 s. En los primeros 5 ensayos, la puerta se abrió 
inmediatamente después de haber aplicado el shock y en los últimos 10 ensayos se aplicó el 
shock y recién después de 4 s se abrió la puerta. Esto se debe a que la corriente puede activar 




la actividad motora del animal y éste puede moverse al compartimento seguro, sin que esta 
acción esté relacionada con la conducta que se quiere evaluar. Si cada ensayo tuvo una 
duración final de 1 min y se realizaron 15 ensayos, entonces la sesión de testeo tuvo una 
duración final de 15 min. Para determinar si los animales expuestos a shock inescapable han 
adquirido la conducta de desesperanza, se determinó el tiempo en segundos en que el 
animal demoró en pasar del compartimento no seguro al seguro, denominado Latencia de 
escape. A los animales que no pasaron al compartimento seguro durante el shock se les 
asignó un puntaje final de 20 s en la latencia de escape.  
Finalizada la primera sesión de testeo se obtuvieron 3 grupos experimentales (Figura 6A), 
de acuerdo a los valores de latencia de escape. Luego de la exposición a la situación 
estresante, el 50% de los animales  resultaron incapaces de escapar de la situación aversiva 
controlable. Es decir que dichos animales manifestaron la falla conductual, evidenciada por 
una latencia de escape promedio igual o superior a los 15 s. Los animales con estos valores 
de latencia de escape se asignaron al grupo de animales shockeados que adquirieron la 
conducta de desesperanza (SD). El 50% de los animales restantes y los animales Control no 
evidenciaron el déficit conductual, debido a que presentaron una latencia de escape ≤ 10 s ó 
≤ 5 s, respectivamente. Los animales shockeados pero que no adquirieron la conducta de 
desesperanza (SND) se utilizaron como control para descartar que las alteraciones 
morfológicas fueran producidas por el shock elétrico propiamente dicho. 
Luego de la sesión de testeo los animales se colocan nuevamente en sus respectivas jaulas y 
se mantuvieron alojados bajo las condiciones ya mencionadas. Todas la sesiones de testeo se 
realizaron durante la mañana (8 -10 hs). 
3.3 Segunda sesión de testeo 
Veinticinco días (día 25) después de la sesión de entrenamiento (21 días después de la 
primera sesión de testeo) se realizó una segunda sesión de testeo (Figura 6A). Esta fue 
idéntica a la primera y tuvo como finalidad confirmar la conducta de desesperanza y 
evidenciar su persistencia a lo largo de tiempo. 
Mediante la segunda sesión de testeo se confirmó la latencia de escape de los animales 
Control (latencia de escape ≤ 5 s) y SND (latencia de escape ≤ 10 s) y se evidenció la 
persistencia de la conducta de desesperanza en los animales SD (latencia de escape≥ 15 seg). 
 
Se sabe que las condiciones ambientales en las que se trabaja con los animales de 




experimentación influyen decisivamente en las respuestas obtenidas luego de diferentes 
tratamientos. El incorrecto alojamiento y manejo de los animales puede afectar su conducta 
ya que actua como un factor estresante. Si las condiciones ambientales no son controladas, 
la validez del modelo será cuestionada. Cuando esto sucede se pueden obtener, de manera 
indeseada, latencias de escape elevadas en los animales Controles, aparentando haber 
adquirido la conducta de desesperanza a pesar de no haber sido expuestos al shock 
inescapable. Debido a que la latencia de escape del grupo Control permaneció baja durante 
el periodo de estudio, es que podemos decir que se ha manipulado correctamente a los 
animales. En estas condiciones, se obtuvo un rendimiento en la inducción de la conducta de 
desesperanza de aproximadamente el 50%. Se debe tener en cuenta que este porcentaje 
varió de acuerdo a la época estacional siendo menor en el invierno que en el verano, 
llegando a disminuir hasta el 30%. 
 
4. Tratamiento farmacológico 
Al día siguiente de la primera sesión de testeo, los animales Control y SD se dividieron 
aleatoriamente en 2 grupos dando como resultado 4 grupos experimentales (Figura 7): los 
animales Control y SD tratados con Fluoxetina (Flx) (10mg/Kg, i.p.) (C-Flx y SD-Flx) y los 
animales Control y SD tratados con solución fisiológica (i.p.) (C-SF y SD-SF) (Dulawa y col., 2004; 
Reinés y col., 2008).  
La Fluoxetina y la solución fisiológica se administraron por vía intra-peritoneal (i.p.) siempre 
por la mañana en una relación de volumen respecto al peso corporal del animal de 0,1ml cada 
100g de peso. La Fluoxetina se disolvió en agua MilliQ a una concentración final de 
100mg/100ml, por lo tanto la dosis administrada resultó de 10mg/kg de peso del animal. La 
solución fisiológica se preparó con agua MiliQ y cloruro de sodio a una concentración final de 
0,9% (p/v). Se tomó la precaución de ajustar la dosis al peso del animal cada 7 días y de realizar 
la administración i.p. alternando entre lado izquierdo y derecho del abdomen. Los 
tratamientos tuvieron una duración total de 21 días. 
Finalizado el tratamiento crónico se procedió a la segunda sesión de testeo, con la finalidad no 
solo de evidenciar la persistencia de la conducta de desesperanza en los animales SD-SF, sino 
también de evidenciar la reversión de dicha conducta en el grupo SD-Flx. 
 





Figura 7. Diseño experimental: tratamiento crónico con el antidepresivo Fluoxetina. La representación 
esquemática muestra los grupos experimentales cuatro días después de la sesión de entrenamiento y luego 
de 21 días de tratamiento. A día 0 los animales recibieron el shock inescapable y 4 días después los animales 
Control (C) y SD (animales shockeados desesperanzados) se dividieron en 4 grupos en forma aleatoria: 
animales C y SD tratados con Fluoxetina (Flx) (10mg/Kg, i.p.) (C-Flx y SD-Flx) y  C y SD tratados con solución 
fisiológica (i.p.) (C-SF y SD-SF). El tratamiento tuvo una duración de 21 días, finalizado el mismo se procedió a 
la segunda sesión de testeo. 
 
5. Inyección intra-hipocampal de un péptido mimético funcional de PSA 
5. 1 Cirugía  
Veinticuatro horas después de la primera sesión de testeo, los animales se anestesiaron con 
ketamina (50 mg/kg )/Xilacina (2 mg/kg) (i.p). Luego de confirmar la pérdida de los reflejos 
plantal y palpebral, los animales se colocaron en un aparato de estereotáxis (David Kopf 
Instruments). La cabeza fue posicionada para colocar el bregma y lambda en el mismo plano 
horizontal. La piel de la cabeza se cortó longitudinalmente, y las cánulas (0,38 mm de 
diámetro) se implantaron bilateralmente en el área CA3 del hipocampo utilizando las 
coordenadas estereotáxicas: 3,8 mm posterior, ± 5,0 mm lateral al bregma, y 1,9 mm ventral 
a la duramadre. La selección de las coordenadas se basó en el atlas de Paxinos y Watson 
(1986). Las cánulas se fijaron al cráneo con tres tornillos de anclaje y acrílico dental. 
Finalizada la operación, las ratas se colocaron sobre una almohadilla de calefacción para 
reducir al mínimo la hipotermia hasta que se recuperaron de la anestesia, a partir de 
entonces se alojaron en sus respectivas jaulas y se las dejó recuperar durante 7 días antes de 
iniciar la administración (Figura 8). 
5.2 Administración de un péptido mimético de PSA  
Se utilizó un péptido que imita funcionalmente a PSA (Torregrossa y col., 2004; Florian y 
col., 2006; Marino y col., 2009; Mahanna y col., 2009 y 2010), cuya secuencia de aminoácido 
es H-NTHTDPYIYPID-OH (Productos Bio-Lógicos, Universidad Nacional de Quilmes). Se inyectó 
bilateralmente el péptido mimético funcional de PSA (fPSA) disuelto en Buffer Fosfato Salino 
(PBS 0,01 M, pH 7,4) o el vehículo (PBS) en un volumen de 0,5 µl en el área CA3 del 




hipocampo (Florian y col., 2006). Los animales Control y SD se dividieron al azar en dos 
grupos: C- y SD-fPSA (inyectados con el péptido mimético de PSA) o C- y SD-Veh (inyectados 
con PBS). El tratamiento comienzó el día 12 de nuestro protocolo experimental y se aplicó 
dos veces más con un periodo inter-aplicación de 3 días. Se utilizó para la administración una 
jeringa Hamilton de 1μl conectada a una bomba de micro-inyección. El flujo fijado fue de 0,5 
ul/min. El tiempo de inyección fue de 1 min de cada lado, pero la aguja se dejó en su sitio 
durante 1 min adicional para permitir la difusión. Dos días después de la última inyección, se 
procedió a la segunda sesión de testeo. Los resultados se expresaron como la relación de la 
latencia de escape entre la primera y segunda sesión de testeo (Latencia de escape a día 4/ 
Latencia de escape a día 20) (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Diseño experimental: administración del péptido mimético funcional de PSA. La representación 
esquemática muestra los grupos experimentales empleados. A día 5, día posterior a la primera sesión de 
testeo, se les colocó una cánula de forma bilateral en el área CA3 del hipocampo a los animales Control y SD 
(animales shockeados desesperanzados). Siete días después (día 12 del protocolo experimental) se dividieron 
al azar en 4 grupos: C- y SD-fPSA (inyectado con el péptido mimético de PSA) o C- y SD-Veh (inyectados con 
PBS). Se administró fPSA o PBS a partir del día 12, cada tres días durante nueve días. Al día 20 se procedió a la 
segunda sesión testeo. 
 
6. Cultivo primario de neuronal hipocampales y tratamiento con glutamato 
Se realizó según lo descripto por Tanaka y col (2000) y Reinés y col (2012). Ratas hembra de 
la cepa Wistar en el día gestacional 17-18 se colocaron en una cámara de CO2 previo a su 
decapitación. El útero se retiró rápidamente mediante una cesárea y se colocó en una placa de 
Petri con solución de Hank´s (Hank's Balanced Salt Solution, HBSS). A continuación los 
hipocampos de los embriones se disecaron y procesaron. Luego, los hipocampos se digirieron 
con tripsina al 0,25% (p/v), la cual se neutralizó con suero fetal bovino inactivado por calor al 
10% en Advanced Dulbecco's Modified Eagle Medium (Adv-DMEM) durante 10 min a 37°C. 
Posteriormente, se procedió a una trituración mecánica con pipeta Pasteur seguido de 
centrifugación a 1.000 rpm durante 1 min. Las células se re-suspendieron en medio 




suplementado con 0,5 mM de Glutamina y 2% (v/v) de B27. Las células se sembraron sobre 
vidrios pre-tratados con poli-D-lisina en una densidad de 8x10-3 cells/cm2. A los 13-14 días in 
vitro (DIV) las neuronas se expusieron a 5 µM de glutamato durante 3 min a 37°C. 
Inmediatamente las células se lavaron con HBSS y se re-incubaron con medio suplementado a 
37°C, por un período de tiempo determinado (según se indica más adelante). 
En los experimentos con antagonistas de los receptores de glutamato, las neuronas se pre-
incubaron con 10 µM de MK-801 o 20 µM de CNQX durante 15 o 30 min, respectivamente, 
previo a la exposición con glutamato. Para los experimentos de live-imaging, los cultivos se 
transfectaron con un plásmido que codifica para la proteína fluorescente verde (GFP, pmax-
GFP, 0,5 µg/µl) a los 7DIV utilizando lipofectamina o se tiñeron con 10 µM de CellTracker ™ 
CMFDA durante los 30 min previos al tratamiento con glutamato. 
 
7. Inmunofluorescencia 
Se realizó según lo descripto por Reinés y col (2004; 2008 y 2012). 
7.1 Fijación  
7.1.1 Fijación del animal 
Veinticuatro horas después de la sesión de testeo correspondiente (día 5, día 21 o día 26) 
se procedió a la fijación de los animales mediante perfusión intracardiaca. Luego de 
anestesiar a los animales (50 mg/kg de clorhidrato de ketamina y 2 mg/kg xilazina, i.p.) y. 
comprobar la ausencia de los reflejos plantal y palpebral, se procedió a la apertura de la 
región toráco-abdominal para canular el ventrículo izquierdo con agujas conectadas a vías 
de perfusión. Inmediatamente se cortó la aurícula derecha. En primera instancia se 
perfundió solución lavadora (solución salina conteniendo 50 UI de heparina) y luego la 
solución fijadora (paraformaldehído al 4% en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4). Posteriormente, 
los cerebros se post-fijaron a 4°C durante 3 hs. en solución fijadora, se los equilibró en 
sacarosa al 25% (preparada en buffer fosfato 0,1M, 7,4) y luego se los transfirió a sacarosa 
al 5% para ser cortados.   
7.1.2 Fijación de células en cultivo 
Las células se lavaron cuidadosamente dos veces con PBS y se fijaron con 
paraformaldehído y sacarosa, ambos al 4% (p/v) en PBS durante 20 min. Posteriormente se 




realizaron 4 lavados con PBS. Las células fijadas se conservaron en PBS a 4°C hasta la 
realización de la inmunofluorescencia. 
7.2 Corte 
Los cortes de cerebro para inmunofluorescencia (30 µm) se obtuvieron mediante el empleo 
de un micrótomo de congelación (SM 2000R, Leica CE) y se conservaron en solución crio-
preservadora conteniendo sacarosa al 25% (p/v) en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4, a -40°C hasta 
su utilización. 
7.3 Inmunomarcación 
7.3.1 Inmunomarcación de tejido 
En cada experimento se utilizaron 5-6 cortes seriados por animal, y 4 animales por grupo 
experimental. Los cortes se descongelaron, se lavaron dos veces en PBS (0,01M, pH 7,4) y 
posteriormente se procedió al bloqueo y permeabilización  con 3% (v/v) de suero normal 
ovino y Tritón X-100 al 0,5% en PBS durante 1 h con agitación constante a temperatura 
ambiente. Se incubó con el anticuerpo primario monoclonal (1:1000) disuelto en solución 
diluyente (suero normal ovino al 1% v/v y Tritón X-100 al 0,3% v/v en PBS) con agitación 
constante a 4°C durante 48hs. Los anticuerpos utilizados fueron: 
 -  Anticuerpo anti-NCAM (isotipo IgG1 de ratón) que reconoce el dominio citoplasmático 
de NCAM, en consecuencia, es específico para las isoformas neuronales, NCAM-140 y -180.  
- Anticuerpo anti-PSA-NCAM (isotipo IgM de ratón) que reconoce todas las isoformas 
polisialiladas de NCAM.  
- Anticuerpo anti-SIN (isotipo IgM de ratón) que reconoce la proteína sinaptofisina 
presente en las vesículas sinápticas. 
Finalizada la incubación con el anticuerpo primario, los cortes de cerebro se lavaron 3 
veces con solución lavadora [Tritón X-100 al 0,025% (v/v) en PBS], se incubaron con el 
anticuerpo secundario fluorescente durante 1 h a temperatura ambiente, con agitación y 
protegido de la luz. Los anticuerpos secundarios policlonales anti-ratón conjugados con 
Rhodamine Red-X (RRX) se emplearon en una dilución de 1:1000. Posteriormente, los 
cortes se lavaron 3 veves con solución lavadora y se montaron en portaobjetos 
gelatinizados (Vector Laboraty Inc., Burlingame, CA, USA). Las inmunofluorescencias se 
conservaron a 4°C. 




7.3. 2 Inmunomarcación de células en cultivo 
En cada experimento se emplearon 1-2 vidrios por condición experimental. Las células 
fijadas se lavaron 4 veces con PBS, se permeabilizaron con 0,2% (v/v) de Tritón X-100 en 
PBS durante 10 min a temperatura ambiente y se bloquearon con 5% (v/v) de suero normal 
de cabra en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las neuronas se 
incubaron con el anticuerpo primario monoclonal diluido 1:200 en PBS (NCAM; PSA-NCAM; 
PSD-95; SYN o MAP-2) a 4°C durante toda la noche. El anticuerpo anti-MAP-2 isotipo IgG1 de 
ratón reconoce a la proteína 2 asociada a microtúbulos (marcador dendrítico). El anticuerpo 
anti-PSD-95 de isotipo  IgG2a  de ratón reconoce  a la proteína post-sináptica PSD-95 
(postsynaptic density protein 95), marcador especifica de las sinapsis glutamatérgicas. Estos 
anticuerpos se emplearon en dilución 1:1000 en PBS. 
Luego de la incubación con el anticuerpo primario, las células se lavaron 3 veces con PBS, 
se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 
fluorescente disuelto en PBS. Los anticuerpos secundarios usados fueron los mencionados 
en (7.3.1). La tinción con Hoechst 33342 se utilizó para teñir los núcleos y determinar el 
número de neuronas con morfología nuclear conservada como medida de viabilidad 
celular. Por último, las células se montaron utilizando medio de montaje Vectashield 
(Vector Laboratory Inc). Las inmunofluorescencias se conservaron a 4°C. 
 
8. Microscopía Electrónica 
8.1 Fijación 
Veinticuatro horass después de la sesión de testeo correspondiente (día 5 o día 26), los 
animales se fijaron mediante perfusión intracardíaca. Se procedió de la manera descripta en 
7.1, excepto por la solución fijadora que contuvo 4% de paraformaldehído y 0,25% de 
glutataldehído en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4. Luego de una post-fijación que duró hasta el 
día siguiente, los cerebros se cortaron inmediatamente. 
8.2 Corte 
Se realizaron cortes de 100 µm de espesor empleando un vidrátomo. Todo el proceso se 
realizó en sacarosa al 5% (p/v) en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4. El área CA3 del hipocampo se 
cortó bajo lupa y los tacos obtenidos se conservaron en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4, hasta el 
proceso de inclusión y post-fijación con tetróxido de osmio. 




8.3 Inclusión, Post-fijación y tinción de los tacos 
Los tacos obtenidos se post-fijaron en tetróxido de osmio al 1% en buffer fosfato 0,1M 
durante 2hs a 4°C. Luego, se lavaron dos veces con agua destilada, se deshidrataron 
mediante el empleo de un gradiente de alcoholes (50, 70, 96 y 100%; dos veces en cada 
concentración durante 10min cada uno). Finalizada la deshidratación se realizaron dos 
lavados con acetona y en el último se agregó un volumen igual de resina epoxi Durcupan 
ACM, se mezcló por agitación durante 7hs. Por último, la muestra se transfirió  a resina 
Durcupan ACM pura y se la colocó durante toda la noche en el interior de un disecador con 
los eppendorf abiertos. Al día siguiente, los tacos se transfirieron a una resina nueva y se los 
colocó en estufa durante 48hs para su polimerización. 
Luego se cortaron con una navaja de vidrio en un ultramicrótomo Ultracut E de Reichert-
Jung; se realizaron cortes de 0,5 µm para observarlos en un microscopio óptico y cortes de 70 
nm para el microscopio electrónico de transmisión Zeiss 109T, equipado con cámara digital 
Gatan. Los cortes de 0,5 µm se colorearon en azul de toluidina preparado en partes iguales 
con carbonato de sodio. El contraste para los cortes de 70 nm se realizó con acetato de 
uranilo al 2% y con citrato de plomo. 
 
9. Técnica de electroforesis e inmunotransferencia 
En el presente trabajo de Tesis se empleó electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, 
polyacrilamide gel electrophoresis) en condiciones desnaturalizantes (sodium dodecyl sulfate, 
SDS). Se realizó según lo descripto por Phillips y col. (2001) y Reinés y col (2012) con 
modificaciones. 
9.1 Preparación de la muestra 
Veinticuatro horas después de la sesión de testeo correspondiente, los animales se 
colocaron en una cámara de CO2 previo a la decapitación. A continuación se removieron los 
cerebros y se disecaron los hipocampos, a partir de los cuales se prepararon los 
homogenatos como se describe a continuación. Se emplearon muestras independientes de 4 
animales por cada grupo experimental. 
Los hipocampos se homogenizaron con un homogenizador de vidrio-teflón (del tipo Potter–
Elvehjem) en hielo. Para dicho proceso se utilizó 10% (p/p) de buffer de lisis conteniendo 50 
mM de Tris base, 150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, 0,05% de SDS, 1% de Tritón X-100 e 




inhibidor de proteasas 1:50, pH 7,5). Luego se centrifugó a 13.000 rpm durante 20 min a 4°C. 
De esta manera, se obtuvieron dos fracciones: una soluble y otra insoluble en Tritón X-100. 
La primera fracción se obtuvo directamente del sobrenadante y la segunda del precipitado, el 
cual se re-suspendió en buffer de lisis (50 mM de Tris base, 2% de SDS, 1 mM de EDTA e 
inhibidor de proteasas 1:50), se sonicó durante 20 min y se hirvió durante 5 min. 
Posteriormente se centrifugó a 13.000 rpm durante 20 min a 4°C. Ambas fracciones se 
conservaron a -70°C hasta la determinación de proteínas. 
9.2 Determinación de proteínas: Método de Bradford 
Se realizó por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para la preparación de los buffers de 
lisis se tuvo la precaución de que la cantidad de SDS no superara el 0,002% en la solución 
final de la reacción de Bradford. De esta manera, no conserva el rango de linealidad de la 
reacción (Tsaffrir Zor y Zvi Selinger ,1996). 
La mezcla de reacción consistió de la muestra en 1ml del reactivo de Bradford. Se incubó 5 
min a temperatura ambiente y se determinó la absorbancia a 595 nm en un 
espectrofotómetro (Amersham Biocience Ultrospec 1100 pro). En paralelo, en cada ensayo 
se realizó una curva de calibración. La albumina se utilizó como patrón estándar en distintas 
concentraciones. 
9.3 Electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante: 
SDS-PAGE 
La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 
fue originalmente descrita por Laemmli en 1970. El buffer de muestra (Tris-HCl, pH6,8) 
presentó SDS en un mayor porcentaje que el gel, además un agente reductor (5% de beta-
mercaptoetanol), 10% de glicerol, un colorante marcador, cargado y de pequeño tamaño 
(azul de bromofenol). Se seleccionó el sistema discontinuo. El mismo consta de dos tipos de 
geles: un gel concentrador que se formó sobre un segundo gel llamado separador. El primero 
tuvo un bajo porcentaje de acrilamida (3,9%) y un buffer Tris-HCL, pH 6,8.  Para el segundo se 
seleccionó el porcentaje de acrilamida óptimo para separar las proteínas de interés (7%) y el 
Buffer Tris-HCL a un pH mayor (8,8).  
La preparación de las muestras consistió en su dilución al medio con buffer muestra 2x y su 
posterior hervor durante 5 min. Las mismas se sembraron en las calles del gel utilizando una 
jeringa Hamilton. El volumen de siembra se calculó teniendo en cuenta la concentración de 




proteínas ya determinada (60 μg de proteína por calle). En paralelo se sembró 5 μl del patrón 
de peso molecular (PM en el rango de 10kD a 250kD, Bio-Rad).   
La electroforésis se llevó a cabo en 0,125 M de Tris base y  0,96 M de Glicina) y 100 V 
durante 45 min (tiempo aproximado para que las muestras recorran por lo menos 1 cm 
dentro del gel separador) y posteriormente a 130 V durante 60 min (tiempo aproximado para 
que el frente llegue al final del gel separador). 
9.4 Transferencia 
Se utilizó un sistema húmedo o en tanque, donde el sistema es vertical y completamente 
sumergido entre dos paneles conectados a electrodos. Se utilizaron membranas de 
nitrocelulosa (Amersham Bioscience). Se procedió empleando una corriente constante de 
350 mA durante 1 h en buffer de trasferencia (25 mM Tris, 19,2 mM Gly, 20% Metanol, 0,02% 
SDS) a 4°C.  
La eficacia de la transferencia se evaluó mediante la visualización de las bandas de las 
proteínas tanto transferidas a la membrana como las remanentes en el gel. Para ello, el gel 
se incubó con solución de Coomasie blue (Sigma-Adrich) durante 20min con en agitación y 
posteriormente se lavó con agua destilada. Para visualizar las bandas de proteínas en la 
membrana, las mismas se incubaron durante 5 min con solución de rojo Ponceau (0,5%  p/v 
de Ponceau-S red y 1% v/v de ácido acético) y posteriormente se lavaron con agua destilada. 
9.5 Blotting 
Las membranas se bloquearon empleando leche en polvo descremada al 5% (p/v) en buffer 
Tris-base (TBS) durante 1 h. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario disuelto 
1:1000 en solución de bloqueo a 4°C con agitación durante toda la noche. Los anticuerpos 
utilizados fueron: anticuerpos monoclonales anti-NCAM, anti-SIN, anti-PSD-95 y anti-β-
actina. Los primeros 3 anticuerpos se describieron en 7.3. El anticuerpo anti- β-actina  
isotopio IgG de ratón se utilizó como control de carga (ver explicación más adelante, 11.3). 
Posteriormente, las membranas se lavaron 3 veces (10 min cada vez) con TBS conteniendo 
3% (v/v) de Tween-20 (TBS-T). 
9.6 Detección 
Las membranas previamente incubadas con el anticuerpo primario se incubaron a 
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-IgG1 o anti-IgM 




de ratón) conjugados con peroxidasa de rábano picante disuelto en solución de bloqueo 
(1:4000) durante 1 hora con agitación.  
Para el revelado, se utilizó el kit comercial Enhanced ChemiLuminescent (ECL) de 
Amersham. Se incubó la membrana con ECL y se expuso ante una placa fotográfica. 
Posteriormente la placa fotográfica se lavó primero en solución reveladora, luego en agua, 
solución fijadora y por último nuevamente en agua. Este método permitió conseguir una 
mayor sensibilidad al modificar el tiempo de exposición de la película fotográfica. Además, el 
resultado obtenido fue fácilmente digitalizado para cuantificar por densitometría (ver más 
adelante). 
 
10. Adquisición de imágenes 
Las imágenes para el estudio ultra-estructural se obtuvieron con un microscopio electrónico 
Zeiss 109. 
La observación de las marcas fluorescentes se realizó por medio de un microscopio de epi-
fluorescencia Eclipse 50i Nikon. Para seleccionar el rango de longitud de onda de 
excitación/emisión de los fluoróforos, se utilizaron filtros de 510-560 nm, 450-490 y 340-380 
nm de excitación localizados entre la fuente y la muestra. La adquisición y digitalización de las 
imágenes se realizó mediante una cámara enfriada Nikon DS-5M. 
Previo a la realización de los experimentos de live-imaging, las placas de cultivo (con un 
cubreobjetos de vidrio de fondo como base) se colocaron en la cámara de incubación 
equilibrada 37°C con atmósfera conteniendo 5% de CO2. Las imágenes de fluorescencia se 
capturaron cada 5 min durante 3 horas utilizando un microscopio confoccal invertido IX81 
(Olympus Fluoview FV1000) empleando un objetivo de 60x de inmersión en aceite PlanApo 
(1.4 de Apertura numérica). Las imágenes correspondientes a las secciones ópticas individuales 
a través del plano de neuritas se adquirieron empleando un zoom digital de 1,7 y un láser de 
465 nm de excitación. 
La resolución utilizada para la digitalización de imágenes fue de 300 dpi. Las planchas 
fotográficas se prepararon con el programa de edición de gráficos Adobe Photoshop CS3, 
desarrollado y publicado por Adobe Systems Inc. 
 




11. Análisis de los datos 
El análisis digital de imágenes se realizó mediante el ImageJ, un programa de procesamiento 
de imagen digital de dominio público desarrollado en el National Institutes of Health (NIH). 
11.1 Inmunofluorescencia 
Se realizó según lo descripto por Reinés y col (2004; 2008 y 2012). 
11.1.1 Inmunofluorescencia en tejido 
La cuantificación se realizó en los cortes de tejido correspondientes a los planos 27-40 (-
2,30 a -5,60 de Bregman) del atlas de Paxinos y Watson (1986). En cada corte, el área 
immunorreactiva se registró en 1-3 campos contiguos (sin superposición de los mismos).  
Se realizó un ajuste del umbral de la marca específica de acuerdo a reportes previos 
(Reinés y col., 2004 y 2008). Para ello, se seleccionó una gama de valores de grises (valor 
umbral) de tal forma que permitiera la segmentación de la señal específica del fondo, la 
cual se mantuvo constante a lo largo de toda la cuantificación.  
En el área CA3 del hipocampo la marcas correspondientes a NCAM, PSA-NCAM y SIN se 
cuantificaron como área relativa inmunorreactiva (área inmunorreactiva /área CA3). De la 
misma manera se procedió para evaluar la inmunomarcación de NCAM y PSA-NCAM del 
área CA1 del hipocampo (área inmunorreactiva /área CA1). En el caso del GD del 
hipocampo, si bien la inmunomarcación para NCAM también se cuantificó como el área 
relativa inmunorreactiva, la marca para PSA-NCAM se cuantificó como área 
inmunorreactiva en la capa de células granulares por unidad de longitud del blade 
correspondiente; posteriormente se obtuvo el valor promedio entre ambos blades.  
Cada experimento de inmunofluorescencia consistió de 5-6 cortes de cada animal 
correspondiente a cada grupo experimental. La cuantificación resultante se promedió de 
manera de obtener un valor para cada animal y finalmente se obtuvo el valor promedio 
para cada grupo experimental (n = 4 animales por grupo). Las diferentes cuantificaciones se 
expresaron como los valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo. Los experimentos se 
repitieron al menos dos veces.  
11.1.2 Inmunofluorescencia en células en cultivo 
El área del árbol dendrítico se calculó para cada neurona restando el valor del área del 
soma al valor de la inmunomarcación total para MAP-2. Se calculó el número de puncta, 




área total de puncta y área individual de puncta para SIN, PSD-95 y NCAM como se ha 
descrito previamente (Bozdagi y col., 2000; Zang y Benson, 2001; Reinés y col., 2012).La 
inmunomarcación en forma de puncta es característica de las proteínas que se agrupan en 
las sinapsis, como por ejemplo, las proteínas de las vesículas sinápticas y las que forman 
focos de adhesión sinápticos. La inmunomarcación para PSA-NCAM, por no formar focos de 
adhesión, se cuantificó como el área inmunorreactiva total por neurona. 
La determinación del umbral se realizó de acuerdo con reportes anteriores (Reinés y col., 
2012). Para ello, se seleccionó una gama de valores de grises (valor umbral) de tal manera 
que permitiera la segmentación de la señal específica del fondo. Los umbrales se ajustaron 
ligeramente entre las secciones para maximizar el número de puncta y reducir la magnitud 
de fusión entre los puncta, pero los valores de umbral no difirieron dentro o entre las 
condiciones experimentales. 
La retracción dendrítica se determinó en cuatro ramas terminales por neurita, 
seleccionadas al azar, por neurona CMFDA positiva y se expresó como [(longitud a tiempo 
cero – longitud al tiempo estudiado) / longitud a tiempo cero] x100. Se consideró como 
tiempo cero al tiempo de 2 hs. 
Al menos que se indique lo contrario, todos los parámetros se expresaron como los 
valores medios (± SEM) de 20 o 30 neuronas por condición experimental. Cada ensayo de 
inmunotinción consistió en 1-2 vidrios por condición experimental. Los experimentos se 
repitieron al menos tres veces. 
11.2 Microscopía Electrónica 
11.2.1 Análisis morfológico de las sinapsis correspondientes a espinas dendríticas del área 
CA3 del hipocampo 
Se estudiaron las características ultra-estructurales de las sinapsis ubicadas en las espinas 
dendríticas del área CA3 del hipocampo. Las mismas se identificaron por su forma y 
tamaño, la presencia de la DPS, la continuidad con el eje dendrítico, la falta de microtúbulos 
y mitocondrias (Pozzo-Miller y col., 1999; Tartaglia y col., 2001). Las sinapsis, en un sentido 
morfológico, constan de una zona activa con vesículas enfrentada a la DPS. De esta manera, 
una sinapsis única con dos zonas activas diferentes en contacto con dos DPS se la consideró 
como dos sinapsis diferentes (Schikorski y Stevens, 1999). 




Se estudiaron diversos parámetros pre- y post-sinápticos. La distancia entre las 
membranas pre- y post-sinápticas se calculó en 3 puntos diferentes comprendidos entre 
dichas membranas; se calculó el valor promedio que se denominó “longitud de la brecha 
sináptica”. Se determinaron también los ángulos (α y β) y las distancias sinápticas (a y d). 
Para ello se dibujó un triángulo rectángulo en el que se definió la hipotenusa y a y b/2 como 
las longitudes de los dos lados restantes. Las distancias y ángulos sinápticos se 
determinaron por el Teorema de Pitágoras, para ello se consideró que la tang α = [a / (b / 
2)] y que la suma de los ángulos internos de un triángulo suman 180°. También se tuvo en 
cuenta que un triángulo rectángulo tiene un ángulo recto y que por lo tanto los otros dos 
ángulos suman 90° (α + β = 90 °) (Figura 9). También se determinó el área, la longitud y el 




Figura 9. Representación esquemática de un triángulo rectángulo sobre una sinapsis del área CA3 del 
hipocampo. Se dibujó un triángulo rectángulo sobre las sinapsis del área CA3 del hipocampo, y se definieron dos 
ángulos (α y β) y dos distancias sinápticas (a y d). Siendo la distancia d el punto medio de la sinapsis 
propiamente dicha. 
 
Se contaron las vesículas sinápticas en las que la doble membrana fuera claramente 
evidente. También se estudió la frecuencia poblacional de las sinapsis clasificadas según el 
número de vesículas sinápticas presentes por terminal. Para ello se clasificó a las sinapsis en 
3 categorías: las sinapsis con bajo (0-5), intermedio (6-20) y alto (> 20) número de vesículas 
sinápticas. Las vesículas docked se definieron como las vesículas sinápticas en contacto con 
la membrana plasmática en la zona activa, mientras que como vesículas de reserva se 
consideró al conjunto restante de las vesículas del terminal pre-sináptico (Pozzo-Miller y 
col., 1999; Tartaglia y col., 2001). Por otra parte, las vesículas sinápticas con forma no 
clásica se definieron como aquellas estructuras de doble membrana, esféricas e hinchadas 




o no esféricas. Este tipo de vesículas se cuantificaron en las sinapsis previamente 
clasificadas como se describió más arriba.  
La longitud de la brecha sináptica, los ángulos y las distancias sinápticas, el número total 
de vesículas sinápticas por terminal, el área de la pre-sinapsis, el número de vesículas 
docked y de reserva se expresaron como los valores medios (± SEM) de 50-60 sinapsis del 
área CA3. Respecto al estudio de la frecuencia poblacional de las sinapsis clasificadas según 
el número de vesículas con forma clásica y no clásica, los resultados se expresaron como los 
valores medios (± SEM) de 5-60 sinapsis por población sináptica (0-5, 6-20 y >20 vesículas 
sinápticas totales por terminal), evaluadas en 2-3 animales por grupo experimental. Cabe 
aclarar que para el estudio de distribución de frecuencias se estudiaron 60 sinapsis 
provenientes de 2-3 animales por grupo experimental y el número comprendido entre 5 y 
60 constituye el resultado. 
11.3 Western blot 
Se realizó según lo descripto por Phillips y col. (2001) y Reinés y col (2012). cada 
experimento consistió de la siembra en calles individuales de las muestras de 4 animales de 
cada grupo experimental  Es por ello que se utilizaron dos geles/membranas por 
experimento. 
En los experimentos en que se emplearon animales expuestos al paradigma de 
desesperanza aprendida, la densidad óptica de cada banda se corrigió por la densidad óptica 
de la banda de β-actina correspondiente. En los experimentos en los que se evaluaron los 
animales expuestos al paradigma tratados crónicamente con Fluoxetina, se corrigió por la 
densidad óptica de una misma banda teñida con rojo Ponceau. Esto se debe a que se ha 
reportado que la Fluoxetina puede afectar los niveles de expresión de las proteínas 
comúnmente utilizadas como control de carga (Carboni y col, 2006). A continuación, se 
promediaron los valores obtenidos para cada grupo en cada membrana. Los valores medios 
del grupo Control se tomaron como referencia individual para establecer las unidades 
arbitrarias. Finalmente, se promediaron los valores de las 2 membranas del mismo 
experimento, siendo el n determinado por el número repeticiones de dicho experimento, 
cuyo valor fue de 4-6. Las unidades arbitrarias se expresaron como los valores medios (± 
SEM) de 4-6 experimentos. 
 




12. Análisis estadístico de los datos 
La prueba estadística utilizada para contrastar la hipótesis nula de igualdad de medias entre dos 
grupos fue la prueba t de Student. Esta prueba se aplicó cuando los datos muestrales provinieran 
de muestras independientes y aleatorias derivadas de poblaciones con distribuciones 
normales. 
Cuando realizamos las comparaciones de datos de una sola variable entre más de dos grupos 
muestrales se utilizó el denominado Análisis de la Varianza (ANOVA) de una vía. Este método 
requirió: 1. poblaciones distribuidas normalmente, 2. poblaciones con la misma desviación 
estándar (o varianza), y 3. muestras aleatorias simples que fueran independientes entre sí. 
Después de aplicar el ANOVA, se pudo concluir que existe evidencia suficiente para rechazar o 
no una aseveración de igualdad de medias poblacionales. Pero cuando rechazamos no se 
puede concluir que alguna media en particular fuera diferente de las demás. Para ello nos 
valimos de las técnicas de comparación múltiple, como por ejemplo la prueba de Bonferroni. 
Cuando realizamos las comparaciones de datos cuantitativos entre más de dos grupos pero 
con datos separados en categorías formadas de acuerdo con dos factores, se utilizó el 
denominado ANOVA de dos vías. Se consideraron tres posibles efectos: 1. los efectos de una 
interacción entre los dos factores; 2. los efectos de uno de los factores; y 3. los efectos del otro 
factor. Se inició probando la hipótesis nula de que no existe interacción entre los dos factores. 
Cuando dicha hipótesis no fue rechazada, se procedió a determinar los efectos simples de cada 
uno de los factores y el análisis de comparación a posterior (Prueba de Bonferroni). Por el 
contrario, cuando se rechazó la hipótesis nula de que no existe interacción entre factores, nos 
detuvimos y no se procedió con las dos pruebas adicionales. Es decir que, en estos casos no 
existió interacción y se continuó con un ANOVA de una vía. 
Para comprobar la distribución normal de los datos y la homogeneidad de varianza se utilizó 
la prueba de Shapiro-Wilks y la prueba Levene o F, respectivamente. Sin embargo, muchos 
conjuntos de datos no tuvieron una distribución normal, pero se pudieron transformar para 
que los valores modificados tuvieran una distribución normal. Por ejemplo una transformación 
común utilizada fue reemplazar cada valor de x por log (x). Cuando la distribución de los 
valores log (x) resultó normal, la distribución de los valores de x se denominó distribución log 
normal. Este tipo de transformación también se empleó para corregir otras deficiencias, como 
el requisito de que distintos conjuntos de datos tengan la misma varianza. 




Cuando no se logró cumplir con los requisitos para aplicar la prueba t de Student o el ANOVA, 
se utilizó como alternativa las pruebas no paramétrica de Mann-Whitney para dos grupos y la de 
Kruskal-Wallis para más de dos grupos, ambas para muestras independientes. Estas pruebas 
también se emplearon para evaluar variables que no poseen originalmente distribución normal, 
como por ejemplo los valores de latencia de escape para los cuales existe un rango de valores 
posibles (0-20 s). 
Se consideraron diferencias significativas cuando el nivel de significación resultó menor a 
0,05 (P≤0,05). Es decir, cuando un valor P resultó pequeño (0,05 o menos) se rechazó la 
hipótesis nula de igualdad de medias y cuando un valor P resultó grande (mayor que 0,05) no 
se rechazó la hipótesis nula de igualdad de medias. 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa InfoStat, software para análisis 
estadístico de aplicación general y desarrollado por un equipo de trabajo conformado por 
docentes-investigadores de Estadística y Biometría y de Diseño de Experimentos de la 
Universidad Nacional de Córdoba (FCA-UNC). 
12.1. Resultados I 
La latencia de escape y los parámetros pre-sinápticos se analizaron estadísticamente 
mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. El análisis estadístico de las unidades 
arbitrarias obtenidas en los experimento de western blot, como también las áreas relativas 
inmunorreactivas, la longitud de la brecha sináptica, ángulos y distancias sinápticas y 
parámetros post-sinápticos se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba de 
Bonferroni. 
12.2 Resultados II 
Los parámetros estudiados 24 horas después de la exposición a glutamato (área del árbol 
dendrítico, número de puncta de SIN, área total de puncta de SIN, área individual de puncta 
de NCAM y área total imnunorreactiva para PSA-NCAN) se analizaron estadísticamente 
mediante la prueba no paramétrica Mann-Whitney, exceptuando al número de puncta y área 
total de puncta para PDS-95 y NCAM y el área individual de puncta para SIN y PDS-95 que se 
analizaron mediante la prueba t de Student. El porcentaje de la longitud dendrítica inicial se 
analizó mediante la prueba t de Student. Los resultados obtenidos en los experimentos en 
que se utilizaron los antagonistas MK-801 o CNQX se analizaron, respectivamente, mediante 
ANOVA de dos y una vía, seguido de la prueba de Bonferroni. Todos los parámetros 




determinados en el curso temporal se sometieron a la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney. 
12.3 Resultados III 
La latencia de escape se analizó estadísticamente mediante la prueba no paramétrica 
Kruskal-Wallis. La relación de latencia de escape entre la primera y segunda sesión de testeo 
se analizó por ANOVA de dos vías, seguido de la prueba de Bonferroni. 
La longitud de la brecha sináptica y los parámetros de la DPS evaluados se analizaron 
estadísticamente por ANOVA de dos vías, seguido de la prueba de Bonferroni. Respecto a los 
parámetros analizados sobre el terminal pre-sináptico y las unidades arbitrarias obtenidas en 
los experimentos de immunoblotting, los mismos se sometieron para su análisis estadístico a 
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
El análisis estadístico de las áreas relativas inmunorreactivas se analizaron mediante 
ANOVA de una o dos vías (seguido de la prueba de Bonferroni), la prueba no paramétrica de 






































































1. Adquisición de la conducta de desesperanza a día 4 y su persistencia durante 21 días 
Como se mencionó en la sección de Materiales y Métodos el modelo experimental de 
depresión conocido como “paradigma de desesperanza aprendida” se llevó a cabo en tres 
etapas: Una primera etapa de inducción de la conducta de desesperanza (día 0) y dos etapas 
posteriores de testeo para verificar la adquisición (día 4) y corroborar la persistencia (día 25) 
de dicha conducta (ver Figura 6 de Materiales y Métodos). 
Para evaluar la conducta de desesperanza, se determinó la latencia de escape en los animales 
Control y en los expuestos al shock inescapable. En la primera sesión de testeo, día 4, se 
registró un aumento en la latencia de escape en algunos de los animales expuestos al shock en 
comparación con el grupo Control. El 50% de los animales que recibieron el shock evidenciaron 
este incremento, grupo de animales que se denominó shockeados desesperanzados (SD). El 
50% restante no evidenció el déficit conductual (Figura 10A). Estos animales shockeados pero 
que no adquirieron la conducta de desesperanza (SND) se utilizaron como control negativo 
para descartar que las alteraciones morfológicas estudiadas fueran producidas por el shock per 
se. De esta manera, 32 animales (10-11 por grupo) se evaluaron a día 4 y el resto (32 animales 
totales, 10-11 por grupo) se mantuvieron en condición estándar durante 21 días. Veinticinco 
días después (día 25) de la sesión de entrenamiento, la latencia de escape permaneció elevada 
en los animales SD, lo que indica que la conducta de desesperanza persistió al menos durante 
ese período (Figura 10B). En los animales Control, tanto a día 4 como a día 25 no se observó la 
falla conductual. Estos resultados están de acuerdo con trabajos previos de nuestro 
laboratorio (Reinés y col., 2004 y 2008). 
 
2. La adquisición de la conducta de desesperanza antecede al remodelado sináptico ultra-
estructural en el área CA3 del hipocampo 
En pacientes deprimidos se ha descripto una reducción del volumen hipocampal (Bremner y 
col., 2000; Mervaala y col., 2000; Sheline y col., 2000), que se ha relacionado con la atrofia 
dendrítica de las neuronas piramidales del área CA3 del hipocampo observada en modelos 
experimentales de depresión (Watanabe y col., 1992; Magariños y col., 1996). A pesar de que se 
han demostrado cambios plásticos en el área CA3 del hipocampo en modelos animales de 
depresión (Reinés y col., 2004 y 2008; Haszan y col., 2009), sigue siendo incierto en qué medida 
estos cambios se relacionan con las alteraciones conductuales observadas en estos modelos. Es 





paradigma de desesperanza aprendida a día 4, primer día en que se evidenció la adquisición de 




Figura 10. Evaluación de la falla conductual en animales expuestos al paradigma de desesperanza 
aprendida. A día 0 los animales recibieron el shock inescapable y 4 días después se clasificaron de acuerdo a la 
latencia de escape en: animales shockeados no desesperanzados (SND) y animales shockeados 
desesperanzados (SD). (A) La conducta de desesperanza a día 4 y (B) su persistencia a día 25 se manifestaron 
como una latencia de escape elevada respecto al grupo Control. La latencia de escape se expresó como el 
valor medio (± SEM) de 20-22 animales por grupo a día 4 o 10-11 animales por grupo a día 25. * P< 0,05 entre 
barras, prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
 
En la figura 11 se muestran sinapsis correspondientes a las espinas dendríticas de las neuronas 
piramidales del stratum radiatum del área CA3 del hipocampo. Las imágenes obtenidas 
corresponden a los tres grupos experimentales: los animales Control, SND y SD, tanto a día 4 
como a día 25. Mientras que a simple vista no se observan cambios entre los grupos a día 4, se 
evidenciaron marcadas diferencias a día 25. Para evaluar dichas alteraciones, se realizó un 
análisis exhaustivo mediante la cuantificación de diversos parámetros pre- y post-sinápticos 
(ver sección Materiales y Métodos). 
2.1 Evaluación de parámetros pre-sinápticos: Las vesículas sinápticas 
Veinticinco días (día 25) después de la inducción de la conducta de desesperanza no se 
encontraron diferencias significativas en el número de vesículas totales y de reserva por 
terminal entre los 3 grupos experimentales. Por el contrario, una disminución del número 
de las vesículas docked por terminal se observó en los animales SD (Figura 12A). Por otra 
parte, a día 4, día en que se evidencia por primera vez la conducta de desesperanza, no se 
observaron cambios en lo que respecta al número de vesículas sinápticas totales, docked y 





mencionar que tanto a día 4 como a día 25 no se observaron diferencias significativas en el 
área de los terminales pre-sinápticos entre los 3 grupos experimentales (Figura 12A y 13A). 
 
 
Figura 11. El paradigma de desesperanza aprendida induce cambios en la morfología sináptica del área CA3 
del hipocampo a día 25 pero no a día 4. Microscopía electrónica de las sinapsis  correspondientes a espinas 
dendríticas de las neuronas piramidales del stratum radiatum del área CA3 del hipocampo de animales 
expuestos al paradigma de desesperanza aprendida a días 4 y 25, mediante post-fijación con tetróxido de 
osmio. Las sinapsis de los animales shockeados desesperanzados (SD) a día 25 evidenciaron alteraciones 
morfológicas cuando se los comparó con los grupos Control y los Shockeados no desesperanzados (SND). Post, 
terminal post-sináptico; Pre, terminal pre-sináptico; cabeza de flecha, vesículas sinápticas.; flechas, extremos 
de la zona activa y de la densidad post-sináptica (DPS); asterisco, vesículas docked. Escala de la barra = 0,2 µm. 
 
Un análisis más detallado de la distribución de frecuencias de las sinapsis de acuerdo al 
número de vesículas sinápticas por terminal reveló diferencias interesantes entre los 
grupos experimentales a día 25 (Figura 12B). Las sinapsis se clasificaron de acuerdo al 
número de vesículas sinápticas en: bajo (0-5), intermedio (6-20) o alto (> 20) número de 
vesículas por sinapsis. En los grupos Control o SND, las sinapsis con número intermedio de 
vesículas (6-20) fueron la subpoblación predominante. Las otras dos subpoblaciones (con 
bajo: 0-5 o alto: > 20 número de vesículas) tuvieron poca pero similar contribución a la 
población total. Por otro lado, en los animales SD las 3 categorías de sinapsis tuvieron una 
contribución similar. Es decir, que en este último grupo se produjo un aumento del número 
de sinapsis con bajo y alto número de vesículas con una disminución concomitante en el 
número de sinapsis con número intermedio de vesículas. Es por ello que probablemente no 
se observaron cambios cuando se cuantificó el número de vesículas sinápticas totales en 





distribución de frecuencias de sinapsis en los animales SD a día 25 particularmente en la 
población de sinapsis con mayor número de vesículas, a día 4 no se observaron diferencias 
entre los 3 grupos experimentales (Figura 13B). En las figuras 12D y 13D se muestran 
imágenes representativas obtenidas por microscopia electrónica de cada subpoblación de 
sinapsis de los 3 grupos experimentales para los días 4 y 25. 
Paralelamente determinamos el número de vesículas no clásicas con el fin de recavar 
evidencias acerca de la posible funcionalidad de las vesículas sinápticas. En la Figura 12D y 
4D se muestra en el recuadro y a mayor magnificación las vesículas clásicas para el caso de 
los grupos Control y SND y las no clásicas (forma esférica e hinchadas u ovoide) para el 
grupo SD. Sorprendentemente, se observó un aumento del número de vesículas no clásicas 
en los animales SD a día 25, particularmente en la población de sinapsis con elevado 
número de vesículas (Figura 12C). La cuantificación reveló un mayor número de vesículas 
no clásicas (43%) en los animales SD respecto a los Control (14%) y los SND (12%). Esta 
diferencia también se observó, aunque en menor medida, en las sinapsis con número 
intermedio de vesículas. Contrariamente, a día 4 no se registraron diferencias significativas 
entre los 3 grupos de animales (Figura 13C).  
2.2 Análisis de parámetros post-sinápticos: La densidad post-sináptica (DPS) y la brecha 
sináptica 
En paralelo se estudió la densidad post-sináptica (DPS) y la longitud de la brecha sináptica 
en los 3 grupos experimentales a días 4 y 25.  
El componente post-sináptico más prominente de las sinapsis excitadoras es la DPS, 
identificado como una estructura electron-densa difusa que se extiende en el citoplasma 
debajo de la membrana plasmática de este tipo de sinapsis (Harris y Weinberg, 2012). El 
análisis cuantitativo de diversos parámetros de la DPS reveló resultados interesantes. A día 
25, los animales SD evidenciaron una reducción de la longitud de la DPS con un aumento 
concomitante en su espesor de manera que su área no cambió. Por el contrario, a día 4 no 
se observaron diferencias en la longitud, en el espesor o en el área de la DPS de los 
animales SD (Figura 14A). De esta manera estos resultados indican un cambio en la forma 
de la DPS (más corta y ancha) en los animales SD a día 25. Cabe mencionar que el área de la 
DPS se correlaciona casi perfectamente con el volumen de la cabeza de la espina y, por lo 







Figura 12. Análisis del terminal pre-sináptico a día 25. (A) A día 25, no se observaron diferencias en el 
número de vesículas sinápticas totales por terminal entre los grupos experimentales. Resultados similares se 
obtuvieron respecto al número de las vesículas de reserva y al área del terminal pre-sináptico. Sin embargo, el 
número de vesículas docked se redujo. Los resultados se expresan como los valores medios (± SEM) de 50-60 
sinapsis correspondientes a 2-3 animales por grupo. (B) Las sinapsis del área CA3 se clasificaron en 3 categorías 
de acuerdo al número total de vesículas sinápticas por terminal (0-5, 6-20 y >20 vesículas sinápticas totales por 
terminal). A día 25 se observó en los animales SD un incremento de las poblaciones de sinapsis con bajo y alto 
número de vesículas con una reducción concomitante de la población con un número intermedio de vesículas.. 
(C) Un importante aumento del número de vesículas no clásicas se observó en los animales SD, particularmente 
en la población de sinapsis con intermedio y alto número de vesículas. Los resultados se expresaron como los 
valores medios (± SEM) de 5-30 sinapsis por población sináptica de 2-3 animales por grupo. (D) Fotografías de 
las sinapsis del área CA3 hipocampal de los 3 grupos experimentales a día 25 obtenidas por microscopía 
electrónica mediante post-fijación con tetróxido de osmio. El recuadro a mayor magnificación muestra las 
vesículas clásicas en los animales Control y SND, y las no clásicas en los animales SD. Cabeza de flecha, vesículas 






Figura 13. Análisis del terminal pre-sináptico a día 4. (A) No se observaron diferencias en el número de 
vesículas sinápticas totales, en las docked o de reserva por terminal entre los grupos experimentales. Resultados 
similares se obtuvieron respecto al área del terminal pre-sináptico. Los resultados se expresan como los valores 
medios (± SEM) de 50-60 sinapsis correspondientes a 2-3 animales por grupo. (B) Las sinapsis del área CA3 se 
clasificaron en 3 categorías de acuerdo al número total de vesículas sinápticas por terminal (0-5, 6-20 y >20 
vesículas sinápticas totales por terminal). A día 4 el perfil de vesículas fue similar en los 3 grupos 
experimentales. (C) En los animales SD a día 4 el número de vesículas no clásicas no difirió del resto de los 
grupos experimentales. Los resultados se expresan como los valores medios (± SEM) de 5-30 sinapsis por 
población sináptica de 2-3 animales por grupo. (D) Fotografías de las sinapsis del área CA3 hipocampal en los 3 
grupos experimentales a día 4 obtenidas por microscopía electrónica mediante post-fijación con tetróxido de 
osmio. En el recuadro se observa a mayor magnificación las vesículas clásicas en los animales Control y SND, y 
las no clásicas en los animales SD. Cabeza de flecha, vesículas sinápticas. Escala de la barra = 0,2 µm. Todos los 







Figura 14. Análisis del terminal post-sináptico y de la longitud de la brecha sináptica. (A) A día 4 en los 
animales SD no se encontraron cambios en la longitud, en el espesor o en el área de la densidad post-
sináptica (DPS). Sin embargo, 21 días después disminuyó la longitud de la DPS mientras que el espesor 
aumentó, de tal manera que el área no se modificó. (B) La medición de la longitud de la brecha sináptica 
reveló un aumento en los animales SD a día 25, mientras que a día 4 no se observaron diferencias. Los 
resultados se expresan como los valores medios (± SEM) de 30-60 sinapsis de 2-3 animales por grupo. *** 
P< 0,001; * P< 0,05; ns, no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguido de la prueba de Bonferroni.  
 
La brecha sináptica es un espacio con material electron-denso que separa a la membrana 
plasmática del axón (pre-sinapsis) de la membrana de la dendrita (post-sinapsis).  
Sorprendentemente, a día 25 los animales SD evidenciaron un aumento de la longitud de la 





Control y SND no se encontraron diferencias significativas. Por el contrario, a día 4 no se 
observaron diferencian entre los 3 grupos experimentales (Figura 14B). Para estudiar con 
más detalle los cambios observados a día 25 en la brecha sináptica, se analizaron las 
sinapsis del área CA3 dibujando un triángulo rectángulo en el cual se definieron dos ángulos 
sinápticos (α y β), y dos distancias sinápticas, “a” y “d” (ver la sección de Materiales y 
Métodos) (Figura 15A). En los animales SD el ángulo α se encontró aumentado con una 
reducción simultánea en el ángulo β. No se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y SND. Además, como se muestra en la figura 6B, la distancia “d” se 
mantuvo sin cambios mientras que la distancia "a" aumentó drásticamente en los animales 
SD. 
Es importante mencionar que tanto los valores de la longitud de la brecha sináptica como 
los del área de la DPS obtenidos en este trabajo de Tesis concuerdan con los descritos por 
otros autores (Marrone y col., 2004; Rollenhagen y col., 2007; Sheng y Hoogenraad, 2007). 
 
Figura 15. Ángulos y distancias sinápticas. A) Se analizaron las sinapsis del área CA3 dibujando un triángulo 
rectángulo por medio del Teorema de Pitágoras. (B) EL ángulo sináptico α aumentó en los animales SD, mientras 
que el ángulo sináptico β disminuyó. Además, la distancia “d” se mantuvo sin cambios mientras que la distancia 
“a” aumentó en los animales SD. Los resultados se expresaron como los valores medios (± SEM) de 30-60 
sinapsis de 2-3 animales por grupo. ** P< 0,01; ns, no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguido de la 





Según lo presentado hasta aquí el análisis realizado por microscopia electrónica indica 
que en el área CA3 del hipocampo: 
 Los animales SD a día 25 presentan: 
- Un perfil pre-sináptico alterado, caracterizado por un incremento en las 
poblaciones de sinapsis con bajo y alto número de vesículas. Esta última población 
representada por un alto porcentaje de vesícula de tipo no clásico. 
- Curiosamente, un acortamiento de la longitud de la DPS en concordancia con el 
aumento de la distancia de la brecha sináptica en sus extremos. 
- A pesar que la conducta de desesperanza está establecida a día 4 en los animales 
SD, no se evidencian cambios ultra-estructurales significativos. 
 
3. La adquisición y la persistencia de la conducta de desesperanza se acompañan de una 
disminución de PSA-NCAM, mientras que la reducción de NCAM coincide con el remodelado 
ultra-estructural sináptico. 
La molécula de adhesión NCAM es una de las moléculas de adhesión más abundantes en el 
hipocampo (Shin et al., 2002). Tradicionalmente se considera que su forma polisialilada, PSA-
NCAM, interfiere con la adhesión celular y promueve la dinámica sináptica mediante 
impedimento estérico por tratarse de una molécula altamente hidratada. Sin embargo, análisis 
funcionales más profundos pusieron de manifiesto características adicionales de esta molécula 
como su participación en la sinaptogénesis y la modulación de los receptores glutamatérgicos 
(Senkov y col. 2012; Rutishauser, 2008), de manera que en la actualidad se la considera un 
marcador de remodelado sináptico (Rutishauser, 2008). Debido a la existencia de mecanismos 
de corte y empalme alternativo en el ARNm de NCAM, se distinguen tres isoformas de 
membrana de esta molécula de adhesión (-180, -140 y -120 kD). El interés de este trabajo de 
Tesis en estudiar NCAM-180 y -140 radicó en que ambas isoformas son de origen neuronal, 
mientras que NCAM-120 se localiza exclusivamente en células gliales (Senkov y col., 2012). 
A pesar de la importancia de las moléculas de adhesión celular en las sinapsis, se sabe poco 
acerca del papel que desempeñan en los cambios plásticos, tales como los descritos en 
pacientes deprimidos y en modelos experimentales de depresión. Teniendo en cuenta que 
cambios sinápticos sutiles podrían ocurrir a día 4 y que a día 25 las sinapsis de los animales SD 





donde se localizan las moléculas de adhesión, se estudiaron los niveles de expresión de NCAM 
y PSA-NCAM en estos dos puntos temporales. Para estudiar los niveles de expresión de NCAM 
se utilizó la técnica de Western blot, que permitió analizar las diferentes isoformas, y la técnica 
de inmunohistoquímica, que permitió un análisis más detallado de la expresión intra-
hipocampal de NCAM. De acuerdo a la especificidad del anticuerpo utilizado, las isoformas 
estudiadas fueron las de expresión neuronal (140 y 180 kDa). Para el caso particular de PSA-
NCAM resultó crucial estudiar los niveles de expresión mediante inmunohitoquimica debido a 
que sus niveles son extremadamente bajos en homogenato total de hipocampo. Esto se debe a 
que PSA-NCAM es abundante en el cerebro en desarrollo, pero su expresión disminuye 
gradualmente después del nacimiento (Senkov y col., 2012). 
3.1 En los animales SD, los niveles de NCAM disminuyen a día 25, pero no cambian a día 4 
Analizamos los niveles de expresión de NCAM-180 y -140 en homogenato total de 
hipocampo en los 3 grupos experimentales (Control, SND y SD) tanto a día 4 como a día 25. 
Como se mencionó en la sección de Materiales y Métodos, en el proceso de homogeinización 
de los hipocampos se obtuvieron dos fracciones: una soluble y otra insoluble en Tritón X-100. 
Llamativamente, no se observaron cambios en los niveles de expresión de ninguna de las 
isoformas en ambos puntos temporales tanto en la fracción soluble como en la insoluble en 
Tritón X-100 (Figura 16).  
En paralelo se estudió la expresión de NCAM por inmunohistoquímica, haciendo hincapié 
en el área CA3 del hipocampo debido no solamente a resultados previos de nuestro grupo 
sino también a que se habían reportado cambios plásticos en dicha área en modelos 
experimentales de depresión (Watanabe y col., 1992; Magariños y col., 1996; Reinés y col., 
2004 y 2008). Se visualizó en forma conjunta tanto NCAM-180 como NCAM-140 debido a que 
el anticuerpo empleado reconoce el dominio intracelular de dicha molécula de adhesión. En 
el área CA3, la marca perisomática de las neuronas piramidales y las fibras que entran y salen 
del stratum lucidum y del stratum radiatum se identificaron como marca específica (Figura 
17). Mientras que una disminución significativa de los niveles de expresión de NCAM se 
observó a día 25 en los animales SD,  no se encontraron cambios entre los grupos 
experimentales a día 4. Estos resultaron se confirmaron mediante la cuantificación del área 







Figura 16. El paradigma de desesperanza aprendida no modifica los niveles de expresión de NCAM en 
homogenato total de hipocampo. La cuantificación de los niveles de expresión de las isoformas NCAM-180 y 
NCAM-140 por Western blot no evidenció diferencias entre los grupos a día 4 o 25 en ninguna de las fracciones 
del homogenato total de hipocampo. La densidad óptica de la banda (DO) de cada animal se normalizó contra la 
DO de la banda de β-actina correspondiente. Cada barra representa los valores medios (± SEM) del incremento 
relativo en comparación con el control correspondiente de 4-6 experimentos diferentes. 
 
En las Figuras 18A y 18A se muestra la inmunomarcación para NCAM correspondiente a las 
áreas CA1 y GD del hipocampo. Se observa que en el GD la marca para NCAM es abundante 
en los blades, donde se localizan principalmente las dendritas de la neuronas granulares, y en 
el hilus (Figura 18A). Similarmente a lo observado en el CA3, en el CA1 se identificó como 
marca específica a la inmunomarcación perisomática de las neuronas piramidales y a las 
fibras que entran y salen del stratum radiatum (Figura 19A). Curiosamente, los cambios 
observados en los niveles de expresión de NCAM en los animales SD resultaron específicos 
del área estudiada, ya que no se encontraron diferencias significativas en el GD o en el CA1 







Figura 17. Los niveles de NCAM disminuyen en el área CA3 de animales SD a día 25, pero no a día 4. (A) 
Fotografías representativas de la inmunomarcación para NCAM a días 4 y 25 en el área CA3 del hipocampo. (C) 
La cuantificación del área relativa inmunorreactiva para NCAM no reveló diferencias entre los grupos a día 4, 
mientras que una disminución se  registró en los animales SD a día 25. NCAM, molécula de adhesión celular 
neural, pyr, capa de células piramidales, SL, stratum lucidum, SR, stratum radiatum. Escala de las barras = 50 
µm. El área relativa inmunomarcada se expresa como los valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo. ** P 
<0,01, ns, no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguido de la prueba de Bonferroni. 
 
Cabe destacar que similarmente a lo observado para NCAM, a día 25 se observó una 
marcada reducción en el área relativa immunomarcada para sinaptofisina (SIN) en los 
animales SD, mientras que no se registraron cambios a día 4 (Figura 20). Estos resultados son 
coincidentes con los cambios ultra-estructurales observados a nivel pre-sináptico en los 
animales SD. Es decir, que los cambios en la inmunomarcación para SIN concuerdan con el 








Figura 18. Los niveles de NCAM y PSA-NCAM no se modifican en el giro dentado (GD) del hipocampo de animales 
SD, tanto a día 4 como a día 25. (A) Fotografías representativas de la inmunomarcación para NCAM en el GD a días 
4 y 25. Escala de barras = 20 µm. (B) La cuantificación del área relativa inmunorreactiva para NCAM no reveló 
diferencias entre los grupos en la región del GD a día 4 o 25. (C) Fotografías representativas de la inmunomarcación 
para PSA-NCAM en el GD a días 4 y 25. Escala de barras = 20 µm. (D) La cuantificación del área inmunorreactiva por 
unidad de longitud del blade para PSA-NCAM no reveló diferencias entre los grupos en la región del GD a días 4 y 
25. NCAM, molécula de adhesión celular neural, PSA-NCAM, forma de NCAM polisialilada; pyr, capa de células 
piramidales. El área relativa inmunorreactiva para NCAM y el área inmunoreactiva por unidad de longitud del blade 
para PSA-NCAM se expresan como los valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo.  
 
3.2 Los niveles de PSA-NCAM están disminuidos en los animales SD a día 4 y persisten bajos 
al menos durante 21 días 
También se estudió la expresión intra-hipocampal de PSA-NCAM, actualmente considerado 
un marcador de remodelado sináptico. De acuerdo a la especificidad del anticuerpo 
empleado, se identificaron las neuronas piramidales en el CA3 por su marca perisomática así 
como las fibras en el stratum lucidum y en el stratum radiatum (Figura 21A). 
Sorprendentemente, la expresión de PSA-NCAM resultó disminuida en los animales SD a día 
4, permaneciendo reducida al menos hasta día 25 (Figura 21A). La cuantificación del área 





comparación con los grupos Control o SND a días 4 y 25, respectivamente (Figura 21B). Cabe 




Figura 19. En los animales SD los niveles de PSA-NCAM y NCAM se mantienen sin cambios en la región CA1 
del hipocampo a día 4 o 25. (A) Fotografías representativas de la inmunomarcación para NCAM en el área 
CA1 a días 4 y 25. Escala de barras = 20 µm. (B) La cuantificación del área relativa inmunorreactiva para NCAM 
no reveló diferencias entre los grupos en el área CA1 a días 4 y 25. (C) Fotografías representativas de la 
inmunomarcación para PSA-NCAM en el CA1 a días 4 y 25. Escala de barras = 20 µm. (D) La cuantificación del 
área inmunorreactiva relativa para PSA-NCAM no reveló diferencias entre los grupos en el CA1 tanto a día 4 
como 25. NCAM, molécula de adhesión celular neural, PSA-NCAM, forma de NCAM polisialilada; pyr, capa de 
células piramidales. El área relativa inmunorreactiva se expresa como los valores medios (± SEM) de 4 
animales por grupo. 
 
 
En las Figuras 18C y 19C se muestra la inmunomarcación para PSA-NCAM correspondiente a 
las áreas CA1 y GD del hipocampo. En el GD se observó que la marca para PSA-NCAM es 
elevada en las dendritas y en el soma de las neuronas granulares así como en el hilus (Figura 
18C). En el CA1, se consideró como marca específica a la inmunomarcación perisomática de 
las neuronas piramidales y de las fibras que entran y salen del stratum lucidum y del stratum 
radiatum (Figura 19C). Curiosamente, la disminución de los niveles de PSA-NCAM fue región 
específica, como sugiere el hecho de que no se encontraron diferencias en la 








Figura 20. Los niveles de sinaptofisina disminuyen en el área CA3 de animales SD a día 25, pero no a día 4. (A) 
Fotografías representativas de la inmunomarcación para SIN a días 4 y 25. (B) La cuantificación del área relativa 
inmunorreactiva para SIN en el CA3 no reveló diferencias entre los grupos a día 4, mientras que una disminución 
se registró a día 25 en los animales SD. El perfil de cambios observado para SIN sigue el mismo patrón que el 
observado para el remodelado sináptico estructural registrado mediante microscopía electrónica. SIN, 
sinaptofisina; pyr, capa de células piramidales; SL, stratum lucidum; SR, stratum radiatum. Escala de barras = 50 
µm. El área relativa inmunorreactiva se expresa como los valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo. ** P 
<0,01, ns, no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguida de la prueba de Bonferroni.  
 
Los resultados hasta aquí analizados indican que en el área CA3 del hipocampo de los 
animales SD: 
 La reducción temprana de los niveles de PSA-NCAM coincide temporalmente con la 
aparición de la conducta de desesperanza y precede al remodelado sináptico ultraestructural. 
 El descenso de los niveles de NCAM se observa con posterioridad a la aparición de la 






En base a estos resultados se podría hipotetizar que la disminución de los niveles de PSA-
NCAM en los animales SD podría contribuir en la aparición de la conducta de desesperanza y al 
remodelado sináptico observado en estos animales. Por otra parte, el descenso de NCAM en 
los animales SD podría estar relacionado con un cambio adaptativo. 
 
 
Figura 21. La reducción de los niveles de PSA-NCAM se evidencia en los animales SD en el día 4, valores que 
persisten disminuidos al menos durante 21 días. (A) Fotografías representativas de la inmunomarcación para PSA-
NCAM a días 4 y 25 en el área CA3 del hipocampo. pyr, capa de células piramidales, SL, stratum lucidum, SR, stratum 
radiatum. Escala de las barras = 50 µm. (B) El área relativa inmunorreactiva para PSA-NCAM disminuyó notablemente 
a días 4 y 25. El área relativa inmunorreactiva se expresó como los valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo. 
PSA-NCAM, forma de NCAM polisialilada. ** P <0,01, ns, no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguido de 


































1. Una breve exposición a bajas concentraciones de glutamato induce atrofia dendrítica en 
ausencia de muerte neuronal 
Numerosos reportes asocian fuertemente la atrofia dendrítica con la reducción del volumen 
del hipocampo y con el déficit conductual dependiente del hipocampo característico de los 
trastornos depresivos (Watanabe y col., 1992; Magariños y col., 1996; Magariños y McEwen, 
1996; McEwen y col., 2002). Se sabe que los glucocorticoides y los aminoácidos excitatorios 
participan en esta forma de plasticidad estructural del hipocampo (Magariños y McEwen, 
1999; Magariños y col., 1996; McEwen, 1999). Diversas evidencias experimentales dan cuenta 
de ello, como por ejemplo, que los antagonistas del receptor NMDA previenen la atrofia 
dendrítica inducida por el estrés (Magariños y McEwen, 1995; Christian y col., 2011; Li y col., 
2011). Resultados similares se observaron con el antiepiléptico fenitoína (Margariños y col., 
1996), droga que también interfiere con la neurotransmisión glutamatérgica. Es por ello que 
nos propusimos estudiar los cambios sinápticos inducidos por la estimulación glutamatérgica. 
Como modelo experimental, se empleó un enfoque in vitro que consistió en la exposición de 
neuronas hipocampales en cultivo a glutamato luego del pico sinaptogénico, en una condición 
que produce atrofia dendrítica sin  muerte neuronal. 
Veinticuatros horas después de la exposición a glutamato se observó una reducción de la 
inmunomarcación para la proteína dendrítica específica MAP-2 (del inglés Microtubule-
associated protein 2) (Figura 22A), lo que representa una disminución del área del árbol 
dendrítico neuronal (Figura 22B). Es importante mencionar que el tratamiento con glutamato, 
en estas condiciones, no afectó la viabilidad neuronal medida como el número de neuronas 
con tinción de Hoechst normal (Figura 22A inserto y C). En la Figura 22A, además de la 
inmunomarcación para MAP-2, se muestra una fotografía de microscopía de contraste de fase 
que evidencia, 24 hs después de la exposición a glutamato, un patrón discontinuo de las 
proyecciones neuronales. 
 
2. Efectos neuronales inducidos por exposición a glutamato 
No sólo los receptores glutamatérgicos y las proteínas del citoesqueleto son fundamentales 
para la estructura, la estabilidad y la función sinápticas, sino también las moléculas de 
adhesión celular juegan un papel determinante (Müller y col., 1999; Sanes y Lichtman, 1999; 
Benson y col., 2000; Yamagata y col., 2003). Como ya se mencionara, NCAM es una de las 





2002; Fux y col., 2003). Además del papel que desempeña en la unión adhesiva entre las 
membranas pre y post-sinápticas, participa también en la sinaptogénesis y en el reclutamiento 
y la estabilización del pool de vesículas sinápticas (Ryan, 2001; Polo-Parada y col, 2004). Por 
otra parte, y debido a sus propiedades no adhesivas, PSA-NCAM ha sido asociada al 
crecimiento de neuritas durante la sinaptogénesis y al remodelado estructural (Dityatev y col., 
2004; Muller y col., 1996).  
 
Figura 22. La exposición a glutamato reduce la inmunomarcación para MAP-2 en ausencia de muerte 
neuronal. Las neuronas de hipocampo en cultivo (12-13 DIV) se expusieron brevemente a 5 µM de glutamato 
y se evaluaron 24 hs después. (A) Fotografías de las neuronas de hipocampo en cultivo inmunomarcadas para 
MAP-2 o visualizadas por microscopía de contraste de fase. La tinción de Hoechst se muestra en la parte 
superior derecha del recuadro. (B) La cuantificación de la inmunomarcación para MAP-2 evidenció una 
reducción del área del árbol dendrítico en las neuronas expuestas a glutamato. (C) La exposición a glutamato 
no afectó la viabilidad neuronal, cuantificada como el número de neuronas con tinción de Hoechst normal por 
campo. El área del árbol dendrítico y el número de neuronas viables se expresan como los valores medios (± 
SEM) de 20-30 neuronas o 20 campos a una magnificación de 20x (260.000 µm2/ campo) por condición 
experimental, respectivamente. *** P <0,001; ns, no significativo entre barras, método no paramétrico de 
Mann-Whitney. MAP-2, proteína asociada a microtúbulos 2. Escala de las barras= 50 y 100 µm para MAP-2 y 





Como se mencionara anteriormente, la atrofia hipocampal observada en modelos 
experimentales de depresión se ha asociado a la retracción de las dendritas apicales del área 
CA3; en este contexto se ha postulado al glutamato como posible responsable de la atrofia. 
Cabe destacar que en este trabajo de Tesis describimos que la disminución de los niveles de 
PSA-NCAM precede al remodelado sináptico y a la reducción de los niveles de NCAM 
observados en los animales SD en el área CA3. Sin embargo, permanece sin esclarecerse  si 
NCAM y PSA-NCAM desempeñan algún papel en la retracción dendrítica del hipocampo, y en 
qué medida contribuyen al remodelado y / o des-ensamblado sináptico. 
Por todo lo expuesto, en este trabajo de Tesis se estudiaron los eventos relacionados con el 
remodelado sináptico y la retracción dendrítica, mediante la evaluación del patrón de 
expresión del marcador pre-sináptico sinaptofisina (SIN), de un marcador post-sináptico (PSD-
95, post-synaptic density 95), y de las moléculas de adhesión NCAM y PSA-NCAM. 
 
2.1 Marcadores sinápticos y las moléculas de adhesión celular: Descenso global con 
patrones particulares de expresión. 
Las neuronas en cultivo expuestas a glutamato en las condiciones mencionadas más arriba 
mostraron cambios a nivel sináptico 24 hs después del tratamiento. La inmunomarcación 
para el marcador pre-sináptico SIN se redujo drásticamente en las neuronas tratadas con 
glutamato (Figura 23A). La cuantificación del número y del área total de puncta (acúmulos  
sinápticos) para SIN reveló una importante disminución (Figura 23C y D) acompañada de un 
aumento en el área individual de puncta (Figura 23E). Paralelamente, se encontraron 
resultados similares para el marcador post-sináptico PSD-95 (Figura 23B). Sin embargo, la 
reducción del número y del área total de puncta para PSD-95 (Figura 23C y D) se evidenció en 
ausencia de cambios en su área individual de puncta (Figura 23E).  
Respecto a la molécula de adhesión NCAM, las neuronas tratadas con glutamato exhibieron 
cambios en su inmunomarcación 24 hs después del tratamiento (Figura 23A). En este caso, la 
reducción en el número y en el área total de puncta (Figura 23C y D) se acompañó de una 
disminución en el área individual de puncta (Figura 23E). La marca de PSA-NCAM se evaluó 
de una manera diferente. Teniendo en cuenta que esta molécula no forma puncta sináptico 
debido a sus propiedades no adhesivas, se determinó el área total inmunomarcada 24 hs 
después de la exposición a glutamato. En estas condiciones, el área inmunomarcada para 







Figura 23. Efectos inducidos por el glutamato sobre los marcadores sinápticos y la molécula de adhesión 
celular NCAM. Las neuronas de hipocampo en cultivo (12-13 DIV) se expusieron a 5 µM glutamato y se 
evaluaron 24 hs después del tratamiento. Fotografías de las neuronas de hipocampo en cultivo doblemente 
inmunomarcadas para (A) SIN y NCAM o (B) PSD-95 y PSA-NCAM. (C) El número de puncta sináptico, (D) área 
total de puncta sináptico y (E) área individual de puncta se cuantificaron para SIN, PSD-95 y NCAM. (F) Para 
PSA-NCAM se midió el área total inmunorreactiva. Las neuronas de hipocampo en cultivo expuestas a 
glutamato evidenciaron una disminución del número y área total de puncta de SIN, PSD-95 y NCAM. El área 
individual de puncta fue mayor para SIN, no se modificó para PSD-95 y disminuyó para NCAM. El área 
inmunorreactiva para PSA-NCAM se redujo drásticamente. Los resultados se expresan como valores medios (± 
SEM) de 20-30 neuronas por condición experimental. # # P <0,01 y # # # P <0,001 entre barras, método no 
paraméFLUOXETico de Mann-Whitney. ** P <0,01 y *** P <0,001 entre barras, prueba t de Student. NCAM, 
molécula de adhesión celular neural; PSA-NCAM, forma polisialilada de NCAM; PSD-95, proteína de la 






2.2 La reducción de los niveles de MAP-2 y PSA-NCAM serían dependientes del receptor 
glutamatérgico NMDA 
Con el fin de determinar la especificidad del tratamiento con glutamato, las neuronas en 
cultivo se preincubaron con el antagonista del receptor de NMDA MK-801. De acuerdo con 
los resultados ya descriptos en las Figuras 22 y 23, en ausencia del antagonista del receptor 
de NMDA, la exposición a glutamato disminuyó el área del árbol dendrítico neuronal y la 
inmunomarcación total para PSA-NCAM (Figura 24A). Ambos efectos inducidos por el 
glutamato se previnieron con el pre-tratamiento con MK-801 (Figura 24A). Sin embargo, la 
reducción en el área del árbol dendrítico neuronal y en la inmunomarcación para PSA-NCAM 




Figura 24. El bloqueo del receptor NMDA previene la reducción de MAP-2 y de PSA-NCAM inducida por la 
exposición a glutamato. Las neuronas de hipocampo en cultivo (12-13 DIV) se evaluaron 24 hs después de 
una breve exposición a 5 µM de glutamato con o sin pre-tratamiento con diferentes antagonistas de 
receptores glutamatérgicos. (A) La cuantificación de la inmunomarcación para MAP-2 y PSA-NCAM reveló una 
reducción del área del árbol dendrítico y del área inmunorreactiva total para PSA-NCAM en neuronas 
expuestas a glutamato, dos hallazgos que se previnieron con el pre-tratamiento con MK-801 (10 µM). (B) El 
pre-tratamiento con CNQX (20 µM) no previno la reducción del área del árbol dendrítico o del área 
inmunorreactiva total para PSA-NCAM. El área del árbol dendrítico y el área inmunorreactiva total se expresan 
como los valores medios (± SEM) de 20-30 neuronas por condición experimental. ** p <0,01; ns, no 
significativo entre barras, ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Bonferroni. # P <0,05; # # P <0,01; ns, 
no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguido de la prueba de Bonferroni. CNQX, 6-ciano-7-
nitroquinoxalin-2,3-diona; MK-801, (5S, 10R)-(+)-5-metil-10,11-dihidro¬5H-dibenzo[a, d] ciclohepten-5,10-





3. La retracción y la atrofia dendríticas inducidas por glutamato son fenómeno relativamente 
rápidos 
Para definir con precisión el curso temporal de la retracción y la atrofia dendríticas inducidas 
por el glutamato con el fin de establecer su relación con el cambio en los marcadores 
sinápticos, se llevaron a cabo experimentos de time-lapse donde se emplearon diferentes 
marcadores citoplasmáticos. Para ello se tomaron fotos cada 5 minutos entre las 2 y las 5 
horas posteriores al tratamiento. 
Previo a la exposición a glutamato, las neuronas en cultivo se tiñeron con el colorante 
CMFDA. En la Figura 25A se muestra claramente que la retracción del árbol dendrítico ocurre 4 
hs después del tratamiento. El cuadro a mayor magnificación muestra el acortamiento de la 
longitud de una dendrita, que se hace evidente a partir de las 4 hs post-tratamiento con 
glutamato. La Figura 25B muestra la cuantificación de la longitud dendrítica y confirma que el 
acortamiento dendrítico se hace significativo a las 4 hs. En los videos V1 y V2 se muestra los 
experimentos de time-lapse de neuronas CMFDA positivas. Se observa el proceso en serie del 
crecimiento/retracción para las neuronas control y para las nueronas tratadas con glutamato. 
Coincidentemente, las neuronas previamente transfectadas con un plásmido que codifica 
para la proteína fluorescente verde (GFP) evidenciaron la retracción y la atrofia dendríticas 
entre las 3,5-4 hs post-tratamiento con glutamato (Figura 25C). Además, en el recuadro a 
mayor magnificación de la Figura 25C se observa como el patrón de proyecciones clásico que 
posee un aspecto continuo se convirtió claramente en discontinuo a las 3,5 h después de la 
exposición a glutamato. En los videos V3 y V4 se muestra los experimentos de time-lapse de 
neuronas tranfectadas con GFP. Se observa el proceso en serie de las proyecciones continuas 
normales para las neuronas control y la transformación de proyecciones continuas a 
discontinuas en las nueronas tratadas con glutamato. 
 
4. Curso temporal de los cambios sinápticos y de las moléculas de adhesión: su relación con 
la atrofia dendrítica 
4.1 La reducción de PSA-NCiiAM inducida por glutamato precede a la disminución de MAP-2  
Teniendo en cuenta que la retracción dendrítica se produjo aproximadamente 4 hs después 
de la exposición al glutamato, a continuación, estudiamos el curso temporal de los niveles de  





glutamato. Luego de tres horas, las neuronas hipocampales en cultivo mostraron una 
disminución de la inmunomacación para PSA-NCAM. Niveles reducidos de PSA-NCAM se 
observaron durante todo el período evaluado (3-12 hs) (Fig. Figura 26A). Por otra parte, la 
reducción de la inmunomarcación para MAP-2 se observó 3 hs después de la disminución de 
PSA-NCAM (6 hs post-tratamiento con glutamato). Los niveles de MAP-2 se mantuvieron 
disminuidos durante el resto del período de estudio (12 hs) (Figura 26A). La cuantificación del 
área total inmunomarcada para PSA-NCAM y MAP-2 permitió confirmar que la exposición a 
glutamato, en estas condiciones, redujo los niveles de PSA-NCAM previamente a la 
disminución del área del árbol dendrítico (Figura 26B y C). 
4.2 Curso temporal de los cambios inducidos por glutamato sobre la marca sináptica de SIN 
y NCAM  
A continuación, estudiamos el curso temporal de los efectos inducidos por el glutamato 
sobre los patrones de expresión de NCAM y SYN (Figura 27). La disminución en el área 
individual de puncta para NCAM se hizo visible 1 h después del tratamiento con glutamato y 
se mantuvo constante hasta las 3 hs post-tratamiento (Figura 27A, D). Estos mismo cambios 
tempranos se observaron en el área individual de puncta para SIN (Figura 27A, D). Por otro 
lado, durante este intervalo de tiempo (1-3 hs) no se evidenciaron cambios en el número ni 
en el área total de puncta para NCAM y SIN (Figura 27A,B,C). Seis horas después de la 
exposición a glutamato, se encontraron efectos opuestos sobe el área individual de puncta 
para NCAM, el cual resultó ser de mayor tamaño (Figura 27A, D). Simultáneamente, el 
número y el área total de puncta para NCAM disminuyeron (6hs) (Figura 27A,B,C). Estos 
efectos, tanto sobre el número, el área individual como sobre el área total de puncta para 
NCAM, persistieron hasta las 12 hs post-tratamiento. Los cambios en la expresión sináptica 
de SIN siguieron el mismo patrón descripto para NCAM durante este período (6-12 hs), a 
excepción del área total de puncta para SIN que resultó significativamente disminuido más 
tardíamente (a las 12 hs en lugar de a las 6 hs post-tratamiento) (Figura 27A,B, C y D). 
 
En la Figura 28 se muestra como la perturbación en el patrón sináptico y en el nivel de 
expresión de las moléculas de adhesión celular ocurrió con anterioridad a la retracción y 
atrofia dendríticas. En efecto, la reducción del tamaño de los clusters sinápticos de NCAM y de 
la expresión de PSA-NCAM precedió a la atrofia dendrítica; ésta última coincidió con la 






Figura 25. La retracción dendrítica inducida por glutamato en neuronas se visualiza a las 4hs post-tratamiento. Las 
neuronas de hipocampo en cultivo (12-13 DIV) se tiñeron con el colorante CMFDA o se transfectaron con GFP y luego se 
expusieron brevemente a 5 µM de glutamato, y a las 2 hs post-tratamiento se tomaron imagénes cada 5 minutos durante 
un período de 3 hs. (A) Las neuronas de hipocampo en cultivo evidenciaron un acortamiento progresivo de las neuritas 
CMFDA positivas.  Escala de la barra = 50 µm. (B) Microfotografías en time-lapse de neuronas de hipocampo en cultivo. Se 
muestra el acortamiento progresivo de las neuritas CMFDA positivas. Escala de la barra = 17 µm (C) Cuantificación del 
acortamiento dendrítico en función del tiempo en neuronas teñidas con CMFDA. La retracción dendrítica se expresa como 
porcentaje (%) de la longitud dendrítica medida 2 hs después de la exposición a glutamato. La retracción dendrítica se 
evidenció 4 hs después de la exposición a glutamato. La longitud dendrítica se expresa como los valores medios (± SEM) del 
porcentaje de la longitud medida 2 hs post-tratamiento en 4 neuritas por neurona. * P <0,05 y ** P <0,01 en comparación 
con su respectivo Control, prueba t de Student CMFDA,  5-clorometil fluoresceína diacetato. (D) Las neuronas hipocampales 
en cultivo transfectadas con GFP muestran que el patrón de las proyecciones cambia de continuo a discontinuo después de 
la exposición glutamato. Escala de barra = 50 µm. (D) Microfotografías en time-lapse de neuronas del hipocampo en cultivo 








Figura 26. El descenso de MAP-2 es posterior a la reducción PSA-NCAM inducida por glutamato. Las 
neuronas de hipocampo en cultivo (DIV 12-13) se expusieron brevemente a 5 µM glutamato y se evaluaron 1, 
3, 6 y 12 hs más tarde. (A) Fotografías de las neuronas hipocampales en cultivo doblemente marcadas para 
MAP-2 y PSA-NCAM. El recuadro superior derecho muestra la morfología nuclear conservada después del 
tratamiento con glutamato. (B) La cuantificación del área inmunomarcada para PSA-NCAM evidenció una 
disminución de sus niveles 3 hs después de la exposición a glutamato, la que se mantuvo constante durante el 
período estudiado (3-12 h). (C) La cuantificación de la inmunomarcación para MAP-2 reveló una reducción del 
área del árbol dendrítico posterior a la disminución PSA-NCAM. El área del árbol dendrítico y el área 
inmunomarcada para PSA-NCAM se expresan como los valores medios (± SEM) de 20-30 neuronas por 
condición experimental. *** P <0,001; ns, no significativo, entre barras, método no paramétrico de Mann-
Whitney. MAP-2, proteína asociada a microtúbulos 2; PSA-NCAM, forma polisialilada de NCAM. Escala de las 






Figura 27. Curso temporal de los cambios inducidos por glutamato sobre el patrón y niveles de expresión de NCAM y 
SIN Las neuronas de hipocampo en cultivo (DIV 12-13) se expusieron brevemente a 5 µ M glutamato y se evaluaron 1, 3, 6 
y 12 hs más tarde. (A) Fotografías de neuronas hipocampales en cultivo doblemente marcadas para NCAM y SIN. Escala 
de las barras= 50 µm y 15 µ m. Se cuantificaron para NCAM y SIN (B) el número de puncta sináptico, (C) el área total de 
puncta sináptico y (D) el área individual de puncta. El glutamato indujo un remodelado temprano (1-3 hs) de los puncta 
individuales tanto de NCAM como de SIN, evidenciándose una disminución del tamaño de los mismos. A las 6 hs post-
tratamiento, se observó el efecto contrario sobre el tamaño individual del puncta para ambos marcadores. Este efecto se 
acompañó de una disminución del número y área total de puncta para NCAM y SIN que persistió durante el periodo en 
estudio (6-12 hs). En el caso de SIN, la reducción del area total de puncta fue estadísticamente significativa  a las 12 hs.. 
Los resultados se expresaron como los valores medios (± SEM) de 20-30 neuronas por condición experimental. * P <0,05, 
** P <0,01, *** P <0,00, 1 ns, no significativo entre barras, prueba no paramétrica de Mann-Whitney. NCAM, molécula de 







Figura 28. Representación esquemática de los cambios inducidos por el glutamato sobre la longitud 
dendrítica, marcadores sinápticos y PSA-NCAM. El curso temporal de los cambios inducidos por la exposición 
a glutamato revela que la reorganización sináptica de NCAM se produce poco tiempo después del insulto y 
antes de la disminución en los niveles de PSA-NCAM. A partir de entonces, la atrofia dendrítica, establecida 4 
hs después del tratamiento, prosigue con una reducción del número de clusters de SIN y de NCAM, lo que 
indica la pérdida de sinapsis. 
 
De esta manea nuestros resultados indican que la estimulación glutamatérgica induce: 
 Una reducción de los niveles de PSA-NCAM que antecede a la atrofia dendrítica. 
 Una reorganización sináptica similar a lo observado en los animales SD en el área CA3 
del hipocampo, en cuanto a NCAM y SIN. 
 La disminución de los niveles de NCAM resulta ser un evento más tardío. 
Y por lo tanto estas evidencias apoyan la hipótesis acerca de que el descenso de PSA-NCAM 
podría estar relacionado con la aparición de la atrofia y el remodelado sináptico observado en 
































1. El tratamiento crónico con Fluoxetina corrige la conducta de desesperanza observada en 
los animales SD 
El tratamiento crónico con Fluoxetina se realizó entre los días 4 y 25 de nuestro protocolo 
experimental. Luego de la primera sesión de testeo, los animales Control y SD se dividieron 
aleatoriamente en 4 grupos experimentales (10-11 animales por grupo): los animales Control y 
SD tratados con Fluoxetina (10mg/Kg) (C-Flx y SD-Flx) y los animales Control y SD tratados con 
solución fisiológica (C-SF y SD-SF). Luego de 21 días de tratamiento (día 25) se procedió a la 
evaluación de la conducta en los 4 grupos experimentales (ver Figura 7 de la sección de 
Materiales y Métodos). 
El tratamiento crónico con Fluoxetina no indujo cambios en la latencia de escape en los 
animales Control (C-Flx) en comparación con los inyectados con solución fisiológica (C-SF). Por 
el contrario, la latencia de escape de los animales SD tratados crónicamente con Fluoxetina 
(SD-Flx) resultó significativamente inferior a la de los animales que recibieron solución 
fisiológica (SD-SF) (Figura 29). La latencia de escape del grupo SD-Flx (SD-Flx) se asemejó a la 
del grupo Control, reflejando la corrección de la conducta de desesperanza como consecuencia 
del tratamiento crónico con Fluoxetina y por lo tanto, su acción farmacológica antidepresiva. 
 
 
Figura 29. El tratamiento con Fluoxetina corrige el déficit conductual inducido por el paradigma de 
desesperanza en los animales SD. La conducta de desesperanza se evidenció en los animales SD cuatro días 
después de la sesión de entrenamiento. El tratamiento crónico (21 días) con Fluoxetina corrigió la falla 
conductual en los animales SD (SD-Flx) evidenciada como una disminución significativa en la latencia de 
escape cuando se la compara con la de los  animales SD tratados con solución fisiológica (SD-SF). Tampoco se 
encontraron diferencias entre los grupos Control tratados con solución fisiológica o con Fluoxetina (C-SF y SD-
Flx). La latencia de escape se expresó como los valores medios (± SEM) de 10-11 animales por grupo. **P 
<0,01, ns, no significativo entre barras, prueba no paramétrico de Kruskal-Wallis. 
Cabe señalar que la latencia de escape de los animales SD-SF permaneció elevada, 





experimental (Figura 29). Estos resultados están en concordancia con trabajos previos 
realizados en nuestro laboratorio (Reinés y col., 2008). Es importante aclarar que el grupo SND 
no fue incluido en esta parte del trabajo de Tesis debido a que no se encontraron diferencias 
significativas en los parámetros estudiados en Resultados I entre este grupo experimental y los 
animales Control. 
 
2. Los beneficios conductuales del tratamiento crónico con Fluoxetina son concomitantes a la 
prevención del remodelado sináptico ultra-estructural en el área CA3 del hipocampo 
inducido por el paradigma de desesperanza aprendida 
En la primera parte de este trabajo de Tesis demostramos que el paradigma de desesperanza 
induce cambios ultra-estructurales sinápticos (día 25) en el área CA3. Entre los cambios 
observados en los animales SD se destacan: el cambio en el perfil de vesículas sinápticas, el 
aumento del número de vesículas de tipo no clásico y el ensanchamiento de la brecha sináptica 
especialmente en sus extremos. En reportes previos de nuestro laboratorio hemos demostrado 
que el tratamiento crónico con Fluoxetina normaliza los niveles de los marcadores sinápticos en 
el área CA3 del hipocampo de los animales SD (Reinés y col., 2008). Cabe mencionar que los 
resultados obtenidos en trabajos previos no permiten discrimir entre un efecto de prevención o 
reversión sobre los marcadores sinápticos inducido por Fluoxetina. Esto se debe a que hasta el 
momento no se ha estudiado el estado de dichos parámetros previo al tratamiento crónico. Por 
lo tanto existen evidencias que indican que el paradigma de desesperanza aprendida induce 
cambios plásticos en el área CA3 del hipocampo y que el tratamiento con el antidepresivo 
Fluoxetina induce/previene cierto grado de remodelado sináptico hipocampal en dichos 
animales. Sin embargo se desconoce cuál es el efecto real del tratamiento crónico con 
Fluoxetina sobre la morfología de las sinapsis hipocampales en este modelo. Teniendo en 
cuenta que en Resultados I determinamos que 21 días después de la detección de la adquisición 
de la conducta de desesperanza se observan cambios sinápticos estructurales, nos propusimos 
estudiar el efecto de la Fluoxetina sobre las características ultra-estructurales sinápticas en 
animales expuestos al paradigma de desesperanza aprendida tratados farmacológicamente con 
Fluoxetina. El tratamiento se inició 24 hs después del día 4 y se mantuvo durante 21 días. 
En la figura 30 se muestran las sinapsis correspondientes a espinas dendríticas de las 
neuronas piramidales del área CA3 del hipocampo. Las imágenes obtenidas corresponden a los 





Flx y SD-Flx) y los animales Control y SD tratados con solución fisiológica (C-SF y SD-SF). Al igual 
que en la primera parte de los resultados de este trabajo de Tesis, realizamos un exhaustivo 
análisis de parámetros pre- y post-sinápticos.  
 
Figura 30. El tratamiento crónico con Fluoxetina previene las alteraciones ultra-estructurales sinápticas 
inducidas por el paradigma de desesperanza aprendida. Microscopía electrónica de las sinapsis 
correspondientes a espinas dendríticas de las neuronas piramidales del área CA3 del hipocampo de animales 
expuestos al paradigma de desesperanza aprendida y tratados crónicamente con Fluoxetina. No se 
evidenciaron cambios ultra-estructurales en los animales SD tratados crónicamente con Fluoxetina (SD-Flx)  
cuando se los comparó con los animales control tratados con solución fisiolófica (C-SF). Post, terminal post-
sináptico; Pre, terminal pre-sináptico; V, vesículas sinápticas; flechas, extremos de la zona activa y de la 
densidad post-sináptica (DPS); asterisco, vesículas docked. Escala de la barra = 0,2 µm. 
2.1 Parámetros pre-sinápticos: Las vesículas sinápticas 
Luego de 21 días de tratamiento, la Fluoxetina indujo en los animales SD (SD-Flx) un 
aumento significativo en el número de vesículas sinápticas totales por terminal. 
Llamativamente, este efecto se observó también en los animales Control (C-Flx). Además, 
dicho cambio fue a expensas de las vesículas de reserva e independiente de las vesículas 
docked, debido a que se encontró un incremento solo en las primeras, tanto en los animales 
pertenecientes a los grupos C- y SD-Flx. Es importante aclarar que no se registraron 
diferencias significativas en el área de los terminales pre-sinápticos entre los 4 grupos 
experimentales (Figura 31A). 
Para comprender mejor la acción de la Fluoxetina, se analizó la distribución de frecuencias 
de las sinapsis en los 4 grupos experimentales. Las sinapsis se clasificaron de acuerdo al 





vesículas totales por terminal. De acuerdo con los hallazgos descriptos en Resultados I, las 
sinapsis con número intermedio de vesículas fueron la subpoblación predominante en los 
animales C-SF, mientras que en los animales SD-SF se observó una distribución de frecuencias 
similar para las tres poblaciones de sinapsis. Sorprendentemente, el tratamiento crónico con 
Fluoxetina previno los cambios en las subpoblaciones de sinapsis con alto y bajo número de 
vesículas en el grupo SD (SD-Flx). En otras palabras, el tratamiento con Fluoxetina previno 
tanto el aumento de la subpoblación de sinapsis con bajo número de vesículas como la 
disminución de la subpoblación de sinapsis con alto número de vesículas en comparación con 
los animales SD-SF. Selectivamente el tratamiento crónico con Fluoxetina previno la drástica 
disminución del número de sinapsis con un número intermedio de vesículas en los animales 
de SD (SD-Flx), mientras que en el grupo Control (C-Flx) se mantuvo en valores normales 
(Figura 31B). Este análisis reveló que la Fluoxetina actúa específicamente sobre los animales 
SD previniendo la reducción de la cantidad de sinapsis con un número intermedio de 
vesículas. En la Figura 31D se muestran las fotografías representativas de cada subpoblación 
de sinapsis en los 4 grupos experimentales. 
Curiosamente, la cuantificación del número de vesículas sinápticas no clásicas, definidas 
como aquellas estructuras de forma esférica u ovoide de tamaño convencional o hinchadas, 
reveló diferencias interesantes entre los grupos experimentales. En la Figura 31D se muestra 
en el recuadro a mayor aumento, las vesículas clásicas para el caso de los grupos C-SF y SD- 
Fluoxetina y las no clásicas para el grupo SD-SF. De la misma manera que se mencionó 
anteriormente, se observó un aumento del número de vesículas no clásicas en los animales 
SD-SF particularmente en la subpoblación de sinapsis con alto número de vesículas. 
Llamativamente, el tratamiento crónico con Fluoxetina evitó, en los animales SD (SD-Flx), el 
aumento del número de vesículas no clásicas tanto en la subpoblación intermedia como en la 
subpoblación de sinapsis con mayor número de vesículas. La cuantificación reveló  
diferencias no significativas respecto a este parámetro entre los grupos de animales C-SF y C-
Flx (Figura 31C).  
2.2 Análisis de la densidad post-sináptica (DPS) y de la brecha sináptica  
Se procedió a estudiar la densidad post-sináptica (DPS) en los 4 grupos experimentales. 
Como ya hemos reportado en la primera parte de este trabajo de Tesis, en los animales SD-SF 
se observó un aumento del espesor y una disminución de la longitud de la DPS, sin registrarse 





totalmente los cambios inducidos por el paradigma en los animales SD (SD-Flx); mientras que 
no ejerció efectos sobre la reducción de la longitud de la DPS inducida por el paradigma, 
previno parcialmente el incremento del grosor. Por el contrario, en los animales control (C-




Figura 31. El tratamiento con Fluoxetina induce cambios en el terminal pre-sináptico. (A) El tratamiento 
crónico con Fluoxetina incrementó el número total de vesículas sinápticas por terminal tanto en los 
animales Control como en el grupo SD (C- y SD-Flx). Dicho efecto fue a expensas de las vesículas de reserva. 
Los resultados se expresan como los valores medios (± SEM) de 40-60 sinapsis de 2-3 animales por grupo. 
(B) Las sinapsis del área CA3 se clasificaron en 3 categorías de acuerdo al número total de vesículas 





Flx previno la reducción de la población de sinapsis con número intermedio de vesículas a la vez que redujo 
la población de menor número e incrementó la de mayor número (versus (SD-SF).  En los animales C-Flx se 
registró una disminución de la población de sinapsis con bajo número de vesículas, mientras que 
incrementó la población con mayor número de vesículas. (C) En los animales SD el tratamiento crónico con 
Fluoxetina (SD-Flx) previno el incremento del número de vesículas no clásicas en las poblaciones de sinapsis 
con número intermedio y elevado de vesículas. Los resultados se expresan como los valores medios (± SEM) 
de 5-30 sinapsis por población sináptica de 2-3 animales por grupo. (D) Fotografías de las sinapsis del área 
CA3 hipocampal obtenidas por microscopía electrónica, mediante post-fijación con tetróxido de osmio, de 
los 4 grupos experimentales. El recuadro a mayor magnificación muestra las vesículas clásicas en los 
animales C-SF, C-Flx y SD-Flx, y las no clásicas en los animales SD-SF. Cabeza de flecha, vesículas sinápticas. 
Escala de la barra = 0,2 µm.* P< 0,05 entre barras, prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
 
 
Figura 32. El tratamiento crónico con Fluoxetina previene el incremento de la longitud de la brecha 
sináptica inducido por el paradigma de desesperanza aprendida. (A) Los animales Control y SD tratados 
con Fluoxetina (C- y SD-Flx) evidenciaron una diminución de la longitud y un aumento del espesor de la DPS, 
sin cambios en su área. Sin embargo, el aumento del espesor observado en los animales SD-Flx fue menor al 
registrado en los animales SD-SF, evidenciando un efecto preventivo parcial sobre este parámetros sináptico  
(B) En los animales SD-Flx, la Fluoxetina previno el aumento de la longitud de la brecha sináptica inducida 
por el paradigma. Los resultados se expresaron como los valores medios (± SEM) de 50-60 sinapsis de 2-3 
animales por grupo ** P <0,01, ns, no significativo entre barras, ANOVA de una vía seguido de la prueba de 
Bonferroni; # P <0,05, ns, no significativo entre barras, prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
Posteriormente, se procedió a examinar la longitud de la brecha sináptica. 
Interesantemente, el ensanchamiento de la brecha sináptica ya evidenciado en Resultados I 
en los animales SD a día 25 y ahora confirmado en los animales SD-SF, se previno con el 
tratamiento crónico con Fluoxetina (SD-Flx) (Figura 32B). Llamativamente, el tratamiento con 





Control (C-Flx). La cuantificación reveló diferencias no significativas entre el grupo C-SF y SD-
Flx. 
Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis mediante el análisis por microscopía 
electrónica de las sinapsis del área CA3, revelan que el tratamiento crónico con el 
antidepresivo Fluoxetina no solo corrige la conducta de desesperanza en los animales SD sino 
que también previene muchas de las alteraciones ultra-estructurales inducidas por el 
paradigma de desesperanza. Cabe aclarar que la Fluoxetina, tanto en los animales Control 
como SD, cambia el perfil pre-sináptico vesicular, actuando específicamente sobre los 
animales SD al prevenir la reducción de la población de sinapsis con un número intermedio 
de vesículas. Respecto a los cambios observados sobre la DPS y la longitud de la brecha 
sináptica, el tratamiento crónico con Fluoxetina previene parcialmente los cambios de forma 
de la DPS mientras que previene totalmente el ensanchamiento de la brecha sináptica 
inducido en los animales SD por el paradigma (SD-Flx).  
 
3. La corrección de la conducta de desesperanza inducida por el tratamiento crónico con 
Fluoxetina se acompaña de una reducción de los niveles de NCAM y de un incremento en los 
niveles de PSA-NCAM. 
Previamente en nuestro laboratorio describimos una reducción de la inmunomarcación para 
SIN en el área CA3 del hipocampo de animales SD 25 días después de haber sido expuestos al  
paradigma de desesperanza aprendida (Reinés y col., 2008). Llamativamente, y empleando un 
esquema experimental que carecía del grupo experimental a día 4,  observamos que el 
tratamiento crónico con Fluoxetina normalizaba los niveles del marcador sináptico SIN en el 
área CA3 del hipocampo de los animales SD. Interesantemente, la interrupción del tratamiento 
durante 90 días produce la reaparición de la conducta de desesperanza, además de recaída de 
los valores para la inmunomarcación de esta proteína sináptica (Reinés y col., 2008). Por lo 
tanto se podría pensar que la estabilidad sináptica estaría comprometida en los animales SD, la 
cual podría depender de la administración continua del antidepresivo. Diversas moléculas de 
adhesión celular tienen un papel potencial en la estabilidad sináptica, al mediar la interacción 
entre la pre-y la post-sinapsis (Müller y col., 1999; Yamagata y col., 2003) o mediante la 
regulación de la estructura y función sinápticas (Sanes y Lichtman, 1999; Benson y col., 2000). 
La molécula de adhesión NCAM es una de las proteínas de este tipo más abundantes en el 





propiedades no adhesivas, participa en la sinaptogénesis y en la modulación de los receptores 
glutamatérgicos (Rutishauser, 2008; Senkov y col. 2012), considerándose actualmente como 
un marcador de remodelado sináptico (Rutishauser, 2008). Mediante procesos de corte y 
empalme del ARNm, se distinguen tres isoformas de membrana de NCAM, siendo NCAM-180 y 
-140 de nuestro interés debido a que ambas se expresan en neuronas (Senkov y col., 2012). 
Teniendo en cuenta que el tratamiento crónico con Fluoxetina además de corregir el déficit 
conductual, previene el ensanchamiento de la brecha sináptica, en este trabajo de Tesis se 
evaluaron los niveles de expresión de NCAM y de su forma polisialidada (PSA-NCAM) en 
animales expuestos al paradigma de desesperanza aprendida y tratados crónicamente con 
Fluoxetina. Como se mencionó en capítulos anteriores las técnicas seleccionadas para dicho 
análisis fueron el Western blot y la inmunohistoquímica.  
3.1 En los animales SD, los beneficios conductuales del tratamiento con Fluoxetina se 
acompañan de una reducción de los niveles de NCAM 
La preparación de los homogenatos, descripta en la Materiales y  Métodos, resultó en la 
obtención de dos fracciones, una soluble y otra insoluble en Tritón X-100. Respecto a los 
resultados obtenidos en la fracción soluble, mientras que no se encontraron diferencias 
significativas para NCAM-140 entre los 4 grupos experimentales, se registró una disminución 
de los niveles de NCAM-180 inducido por el tratamiento crónico con Fluoxetina tanto en los 
animales Control como en el grupo SD (C-Flx y SD-Flx). Sorprendentemente, en la fracción 
insoluble en Tritón X-100 el tratamiento crónico con Fluoxetina disminuyó los niveles de 
NCAM-140 y -180 únicamente en los animales SD (Figura 33). Se debe tener en cuenta que 
esta última fracción representa la población de NCAM que se encuentra formando complejos 
más estables y difíciles de solubilizar, los que posiblemente participan en los fenómenos de 
estabilidad sináptica (Niethammer y col., 2002). 
En paralelo, se analizó la expresión de NCAM en las diferentes áreas del hipocampo 
mediante la técnica de inmunohistoquímica. Nuestro interés en estudiar el área CA3 del 
hipocampo se debe no solamente a resultados previos de nuestro laboratorio (Reinés y col., 
2004 y 2008) y los obtenidos en este trabajo de Tesis, sino también a que existen evidencias 
de remodelado sináptico inducido por el tratamiento con Fluoxetina en modelos 
experimentales de depresión en dicha área (Duman, 2002; Malberg y Duman, 2003; Hajszan 
y col., 2009). Es importante remarcar, que en los animales SD los niveles de NCAM en el CA3 





I). En los animales SD-SF, la inmunomarcación para NCAM resultó disminuida en el área CA3 
a día 25, similarmente a lo descripto previamente en Resultados I como resultado de la 
exposición al paradigma de desesperanza. Sorprendentemente, el tratamiento con 
Fluoxetina contribuyó a la disminución de la inmunomarcación para NCAM en el área CA3 del 
hipocampo inducida por el paradigma de desesperanza per se, dando como resultado una 
disminución más pronunciada que la observada en los animales SD-SF. Por otra parte, el 
tratamiento con Fluoxetina también disminuyó el área relativa inmunomarcada para NCAM 





Figura 33. El tratamiento crónico con Fluoxetina disminuye los niveles de expresión de NCAM en 
homogenato total de hipocampo. En la fracción soluble en Tritón X-100 no se encontraron diferencias para 
NCAM-140, mientras que NCAM-180 disminuyó en los animales Control y SD tratados crónicamente con 
Fluoxetina (C-Flx y SD-Flx). En la fracción insoluble en Tritón X-100 el tratamiento crónico con Fluoxetina 
disminuyó los niveles de NCAM-140 y -180 específicamente en los animales SD. La densidad óptica de la 
banda (DO) de cada animal se normalizó contra la DO de la banda de la tinción de Ponceau correspondiente. 
Cada barra representa los valores medios (± SEM) del incremento relativo en comparación con el control 













Figura34. En el área CA3 del hipocampo, el tratamiento crónico con Fluoxetina disminuye los niveles de 
NCAM y aumenta los de PSA-NCAM. (A) Fotografías representativas de la inmunomarcación para NCAM y PSA-
NCAM en el área CA3 del hipocampo de animales expuestos al paradigma de desesperanza aprendida y tratados 
crónicamente con Fluoxetina. (B) Mientras que la cuantificación del área relativa inmunorreactiva para NCAM 
reveló un descenso en los animales tratados con Fluoxetina, tanto el grupo Control como el SD (C- y SD-Flx), el 
área relativa inunomarcada para PSA-NCAM reveló un incremento por encima de los valores control 
específicamente en los animales SD-Flx. NCAM, molécula de adhesión celular neural; PSA-NCAM, forma de NCAM 
polisialilada; pyr, capa de células piramidales; SL, stratum lucidum; SR, stratum radiatum. Escala de las barras = 50 
µm. Las áreas relativas inmunomarcadas se expresan como los valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo. 






3.2 El tratamiento crónico con Fluoxetina eleva selectivamente los niveles de PSA-NCAM en 
los animales SD  
En la primera parte de los resultados de este trabajo de Tesis, demostramos una 
disminución temprana de la inmunomarcacion  para PSA-NCAM (día 4 de nuestro protocolo 
experimental) en los animales SD, disminución que persiste en el tiempo y que sería 
específica del área CA3 del hipocampo. Llamativamente, el tratamiento crónico con 
Fluoxetina aumentó la imunomarcación para PSA-NCAM a valores muy por encima de los 
valores control en los animales SD (SF-Flx). Por el contrario, la Fluoxetina no modificó la 
inmunomarcación para PSA-NCAM en el grupo Control (C-Flx) (Figura 34A,B), indicando la 
especificidad del efecto. 
3.3 Otro hallazgo a favor de la especificidad de la Fluoxetina en los animales SD: Ausencia 
de beneficios conductuales en animales resistentes a la Fluoxetina concomitantes a la falta 
de eficacia para elevar los niveles de PSA-NCAM en el área CA3 del hipocampo 
Cuando se re-evaluó la conducta de los animales SD una vez finalizado el tratamiento con 
Fluoxetina a día 25,  se observó que dichos animales podían clasificarse en dos grupos, de 
acuerdo a su latencia de escape: los animales SD cuyo tratamiento con Fluoxetina había 
resultado eficaz desde el punto de vista conductual (latencia de escape < 15 seg.) y aquellos 
animales SD cuyo tratamiento farmacológico había fracasado (latencia de escape ≥ 15 seg.). 
A este último grupo se lo denominó animales SD resistentes al tratamiento crónico con 
Fluoxetina (SD-FlxR) (Figura 35A). En concordancia con lo observado en pacientes 
deprimidos, el tratamiento con Fluoxetina corrigió la conducta de desesperanza en el 40% de 
los animales SD. 
Sorprendentemente, la resistencia al tratamiento crónico con Fluoxetina en los animales SD 
(SD-FlxR) se acompañó de niveles disminuidos de PSA-NCAM y SIN (marcador de remodelado 
sináptico) en el área CA3 del hipocampo cuando se los compara con los animales SD-Flx cuya 
conducta resultó corregida (Figura 35B, C). En otras palabras, podría decirse que en los 
animales SD-FlxR la Fluoxetina fue ineficaz para corregir la conducta y para elevar los niveles 
de PSA-NCAM en el área CA3. Por otra parte, la inmunomarcación para NCAM fue similar 









Figura 35. La resistencia al tratamiento con Fluoxetina se acompaña de niveles disminuidos de PSA-NCAM 
en el área CA3 del hipocampo. (A) Luego de 21 días de tratamiento con Fluoxetina, se observó que el 40% de 
los animales SD no corrigieron la falla conductual (SD-FlxR). (B) Fotografías representativas de la 
inmunomarcación para NCAM, PSA-NCAM y SIN en el área CA3 del hipocampo de animales SD cuyo déficit 
conductual fue corregido (SD-Flx) o fallo en ser corregido por la Fluoxetina (SD-FlxR). (C) Mientras que la 
cuantificación del área relativa inmunorreactiva para NCAM no arrojó diferencias entre los 2 grupos 
experimentales, niveles disminuidos de PSA-NCAM y de SIN se observaron en los animales SD-FlxR respecto 
del grupo SD-Flx. NCAM, molécula de adhesión celular neural; PSA-NCAM, forma de NCAM polisialilada; SIN, 
sinaptoficina; pyr, capa de células piramidales; SL, stratum lucidum; SR, stratum radiatum. Escala de las barras 
= 50 µm. La latencia de escape y las áreas relativas inmunomarcadas se expresaron como valores medios (± 
SEM) de 4 animales por grupo. # P <0,05, ns, no significativo entre barras, método no paramétrico de Mann-
Whitnet; *** P <0,001, * P <0,05; ns, no significativo entre barras, prueba t de Student. 
 
3.4 El péptido mimético funcional de PSA mejora significativamente la conducta de 
desesperanza 
Actualmente, PSA-NCAM es considerado un importante marcador de remodelado sináptico 
con connotaciones positivas. En este trabajo de Tesis se demuestra que los niveles de PSA-
NCAM disminuyen a día 4 y persisten reducidos por 21 días en los animales SD, que el 
tratamiento crónico con Fluoxetina incrementa los niveles de PSA-NCAM específicamente en 





la conducta de desesperanza. Por lo tanto, PSA-NCAM y más precisamente el PSA podría 
representar un blanco terapéutico para promover la plasticidad y la recuperación de la 
funcionalidad sináptica. Existen varias estrategias para modular los niveles de PSA (Cremer y 
col., 1999; Theodosis y col., 1999; Daniel y col., 2001; Mahal y col., 2001). Sin embargo, para 
simular un incremento de PSA-NCAM semejante al inducido por la Fluoxetina nos valimos de 
la utilización de un péptido mimético funcional de PSA (fPSA). Este péptido mimetiza las 
características estructurales y antigénicas de PSA a la vez que es capaz de modular los 
procesos celulares que normalmente están mediados por la forma polisialilada de NCAN 
como crecimiento, guía y fasciculación de los axones y migración de las neuronas; promoción 
de la recuperación motora y la mielinización después de la lesión de un nervio periférico; 
promoción de la recuperación funcional en un modelo de lesión de la médula espinal y la 
formación de memoria a largo plazo de tipo espacial. Además, el fPSA ha demostrado ser 
activo in vivo a dosis bajas y carece de citotoxicidad (Torregrossa y col., 2004; Florian y col. 
2006; Marino y col., 2009; Mehanna y col., 2009 y 2010). 
De esta manera, a los animales Control y SD se les administró bilateralmente en el área CA3 
del hipocampo  el fPSA (C-fPSA y SD- fPSA) o el vehículo (C-Veh y SD-Veh), comenando el día 
12 de nuestro protocolo experimental, y repitiendo la administración cada 3 días durante 9 
días (ver Figura 8 de la sección de Materiales y Métodos). Finalizado dicho tratamiento, a día 
20, se re-evaluó la conducta de desesperanza (Figura 36A). Curiosamente, el tratamiento con 
el fPSA modificó la relación de latencia de escape (Latencia de escape a día 4/ Latencia a día 
20) en los animales SD (SD-fPSA). Por otro lado, no se registraron cambios en la relación de 
latencia de escape en los animales Controles (C-Veh y C- fPSA) y SD-Veh. El grupo Control 
inyectado con el vehículo (C-Veh) se usó como control para descartar la posibilidad de 
alteraciones conductuales y morfológicas inducida por la cirugía y las sucesivas inyecciones. 
Nuestros resultados no solo revelaron que la administración de fPSA mejora la relación de 
latencia de escape, sino que también actúa específicamente sobre los animales SD, ya que no 
hemos encontrado cambios en la relación de latencia de escape en los animales C-fPSA. 
Respecto al análisis inmunohistoquímico, el tratamiento con fPSA previno la disminución 
del marcador sináptico SIN en los animales SD, dado que no se encontraron diferencias entre 
el grupo C-Veh y SD-fPSA. Resultados similares se obtuvieron en los animales SD tratados con 





animales SD-fPSA, ya que el fPSA no indujo ninguna modificación en los animales Control (C-
fPSA) (Figura 36B,C). 
 
Figura 36. La administración de un péptido mimético funcional de PSA (fPSA) disminuye la latencia de 
escape y previene el remodelado sináptico en los animales SD. A los animales Control y SD se les administró 
bilateralmente en el área CA3 del hipocampo un péptido mimético funcional de PSA (C-fPSA y SD- fPSA) o el 
vehículo (C-Veh y SD-Veh) cada 3 días durante 9 días comenzando a los 7 días post-cirugía. (A) Finalizado el 
tratamiento, los animales SD-fPSA evidenciaron una disminución de la relación de latencia de escape respecto 
a los animales SD-Veh. (B) Fotografías representativas de la inmunomarcación para el marcador sináptico SIN 
en el área CA3 del hipocampo de los 4 grupos experimentales. (C) La cuantificación del área relativa 
inmunomarcada para SIN evidenció la prevención del descenso de los niveles cuando se administró el fPSA 
(SD-fPSA) en comparación con el vehículo (SD-Veh). SIN, sinaptofisina; pyr, capa de células piramidales; SL, 
stratum lucidum; SR, stratum radiatum. Escala de las barras = 50 µm. La relación de latencia de escape y el 
área relativa inmunomarcada se expresaron como valores medios (± SEM) de 4 animales por grupo. # # P 
<0,01, ns, no significativo entre barras, test no paramétrico Mann-Whitnet; * P <0,05; entre barras, ANOVA de 
dos vías seguido de la prueba. de Bonferroni. # # P <0,01; # P< 0,05 entre barras, ANOVA de una vía seguido de 







De esta manera nuestros resultados indican que: 
El tratamiento con Fluoxetina (Tabla 2): 
 Previene los cambios ultra-estructurales sinápticos inducidos por el paradigma de 
desesperanza aprendida a día 25 en el área CA3 del hipocampo. 
 Favorece la reducción de los niveles de NCAM inducida por el paradigma a día 25 en el 
área CA3 del hipocampo.  
 Incrementa los niveles de PSA-NCAM selectivamente en los animales SD a día 25 en el 
área CA3 del hipocampo. 
 No incrementa los niveles de PSA-NCAM ni previene el remodelado sináptico observado a 
día 25 en los animales SD resistentes al tratamiento. 
 La administración de fPSA induce una mejoría conductual del 75% a la vez que previene el 
remodelado sináptico específicamente en los animales SD.  
Por lo tanto, la administración de fPSA imita los efectos de la Fluoxetina en cuanto a los 




Proteínas Animales SD 
a día 4 
Animales 
SD a día 25 
Animales SD-Flx Animales SD-FlxR 
NCAM No cambia Disminuye Exacerbación de la 
disminución 
Permanece bajo: igual 
que en SD a día 25 
PSA-
NCAM 
Disminuye Persiste la 
disminución 
Aumento por encima 
de valores control 
Persiste la 
disminución: igual que 
en SD a día 25 
SIN No cambia Disminuye 
(Reinés y 
col, 2008) 
Prevención de la 
disminución 
Persiste disminuido: 







Tabla 2: Resumen de resultados obtenidos sobre las moléculas de adhesión y el marcador sináptico SIN en los 






























1. Teorías acerca de la neurobiología de la depresión: sus blancos moleculares y nivel de 
validez actual 
1.1. La hipótesis monoaminérgica: Más de treinta años de evidencias acerca de las bases 
biológicas de la depresión 
El concepto neurobiológico tradicional acerca de la etiología de los trastornos depresivos ha 
sido la hipótesis de las monoaminas. Los primeros antidepresivos se descubrieron por 
casualidad hace casi 50 años, cuando se evidenció que algunas drogas desarrolladas 
originalmente para el tratamiento de otros trastornos psiquiátricos presentaban acción 
antidepresiva. Poco después, se demostró que estos fármacos aumentan las concentraciones  
cerebrales extracelulares de dos neurotransmisores de carácter monoaminérgico: la 
serotonina y la noradrenalina. Estos hallazgos sentaron las bases para postular la teoría 
monoaminérgica de la depresión. Esta teoría postula que la base fisiopatológica de la 
depresión reside en la deficiente actividad de las monoaminas en el SNC, y que la acción de 
los antidepresivos se basa en contrarrestar estas deficiencias (Castrén, 2005). Sin embargo, 
aunque los antidepresivos incrementan los niveles extracelulares de las monoaminas durante 
las primeras horas de tratamiento, el alivio de los síntomas depresivos requiere semanas de 
exposición a estos fármacos (Blier, 2003). De esta manera la hipótesis de las monoaminas no 
puede explicar completamente el perfil de acción de las drogas antidepresivas. En línea con 
estas evidencias, se ha demostrado que la depleción de serotonina o de noradrenalina no es 
suficiente para inducir depresión clínica en sujetos sanos, como tampoco es capaz de 
empeorar la sintomatología en pacientes con depresión mayor (Vollmayr y col., 2007). De la 
misma manera, la ablación de porciones del sistema serotonérgico falla en inducir un 
fenotipo depresivo (Lieben y col., 2006), lo que sugiere que la desregulación de la 
neurotransmisión serotonérgica no sería el único factor subyacente en la depresión 
(Wainwright y Galea, 2013). Por ello, hallazgos obtenidos durante la última década sugieren 
una hipótesis alternativa a la visión neuroquímica de la depresión. 
Las teorías contemporáneas ponen el énfasis en los cambios estructurales, y sugieren que 
la alteración en la plasticidad neuronal podría estar implicada en las bases neurobiológicas de 
la depresión (Duman, 2002; Castrén, 2005; Czéh y Lucassen, 2007). Estas nuevas teorías se 
basan en una serie de observaciones clínicas y preclínicas (Sheline y col., 1996; Bremner y 
col., 2000; Manji y col., 2003; Sheline y col., 2003; Czéh y Lucassen, 2007). Numerosos 





estructuras límbicas, como la corteza prefrontal y el hipocampo, en pacientes con trastorno 
depresivo mayor. Probablemente el hallazgo más reproducido en diferentes estudios de 
resonancia magnética (MRI) es una pequeña (10-15%) pero significativa reducción en el 
volumen del hipocampo (Campbell y col., 2004; Videbech y Ravnkilde, 2004). Asimismo, se ha 
descrito una relación estrecha entre la duración del episodio depresivo y los cambios 
volumétricos; los episodios depresivos más prolongados generalmente ocurren en pacientes 
que presentan mayor reducción del volumen hipocampal (Sheline y col., 1996; MacQueen y 
col., 2003; Czéh y Lucassen, 2007). De esta manera, el hipocampo, siendo una región 
altamente plástica y sensible al estrés, ha recibido una atención significativa en la 
investigación de los trastornos del estado de ánimo, a pesar de no ser,  con toda seguridad, el 
único responsable de los síntomas observados en la depresión. 
1.2 Hipótesis de la disfunción de la plasticidad”: cambios sinápticos estructurales y 
moleculares 
El hipocampo muestra una impresionante capacidad para la reorganización estructural. Los 
circuitos neuronales pre-existentes pueden sufrir diferentes tipos de cambios estructurales: a 
nivel de las  dendritas, en el número de sinapsis así como también incorporar neuronas 
nuevas a través del proceso de neurogénesis. La neuroplasticidad es absolutamente 
necesaria para poder adecuarse a los cambios constantes del entorno. Sin embargo, esta 
adaptación no siempre resulta beneficiosa. Un ejemplo de ello es la alteración estructural y 
funcional del hipocampo en pacientes deprimidos (Fuchs y col., 2004). Mientras que algunos 
estudios sugieren que la disminución de la neurogénesis podría ser responsable de la 
reducción volumétrica del hipocampo, otros muestran que podría deberse a la retracción y 
atrofia dendríticas (Czéh y Lucassen, 2007; Wainwright y Galea, 2013). Por ello, muchos 
estudios se han centrado en el papel de las cascadas de señalización intracelular que regulan 
la proliferación neuronal y la plasticidad sináptica mediadas por BDNF (Pilar-Cuéllar y col., 
2013). Estas evidencias sugieren que la neuroplasticidad disfuncional es un factor 
determinante en la etiología de la depresión (Duman, 2002; Fuchs et al, 2004). Cabe destacar 
que, lamentablemente, todavía no han podido esclarecerse los mecanismos responsables de 
la pérdida de volumen del hipocampo en la depresión mayor. Asimismo, como es de esperar, 
un solo factor no basta para causar alteraciones estructurales y conductuales, lo que 





Las evidencias que sustentan las alteraciones en la neurogénesis como parte del 
mecanismo fisiopatológico de la depresión se obtuvieron a partir de modelos de estrés 
crónico, donde se describió una disminución hipocampal de la proliferación celular (Czéh y 
col. 2001; Vollmayr y col., 2007; Wainwright y Galea, 2013) que se puede prevenir y/o 
revertir con fármacos antidepresivos (Duman, 2002; Malberg y Duman, 2003; Vollmayr y col., 
2007; Ho y Wang., 2010). Por otro lado, es importante mencionar que para incrementar la 
neurogénesis, ya sea mediante el aumento de la proliferación y/o de la supervivencia celular, 
se requiere un tratamiento prolongado con antidepresivos, lo que coincide temporalmente 
con la eficacia clínica retardada de estos fármacos (Malbergy col., 2000; Czéh y col. 2001; 
Wainwright y Galea, 2013). Sin embargo, se debe tener en cuenta que la neurogénesis en el 
cerebro adulto contribuye con un número relativamente pequeño de neuronas, y por ende, 
actualmente se especula que el efecto de la supresión de este proceso en pacientes 
deprimidos es probablemente demasiado modesto como para proporcionar una contribución 
significativa a la reducción del volumen hipocampal (Czéh y Lucassen, 2007; Pilar-Cuéllar y 
col., 2013). En concordancia con esta especulación, se ha demostrado que la interrupción de 
la proliferación celular en el hipocampo mediante irradiación no es suficiente para generar 
un fenotipo similar a la depresión en animales de experimentación (Vollmayr y col., 2007). 
Por otra parte, y aunque existe cierto consenso acerca de que el tratamiento crónico con 
antidepresivos induce un aumento de la neurogénesis hipocampal y que se ha sugerido que 
dicho efecto es absolutamente necesario para la eficacia antidepresiva (Malberg y Schechter, 
2005; Vollmayr y col., 2007), existen fármacos con acción antidepresiva potencial que 
parecen no actuar a través del restablecimiento de la neurogénesis en el hipocampo. Un 
ejemplo de estos fármacos son las drogas que actúan sobre el receptor del factor liberador 
de corticotrofina (CRH) (Surget y col., 2008). 
Además de la neurogénesis, existen otras formas de plasticidad estructural en el 
hipocampo. Las neuronas granulares del GD y las neuronas piramidales de las áreas CA1 y 
CA3 sufren modificaciones dinámicas en forma de extensión y retracción dendríticas, así 
como de formación y eliminación de sinapsis. Estos tipos de plasticidad estructural están 
sujetos a modificaciones por una variedad de factores y condiciones (Gloud, 2007; Leuner y 
Glould, 2010). Considerando lo discutido más arriba acerca de la neurogénesis, no sorprende 
que la disfunción en la plasticidad estructural observada en pacientes deprimidos en forma 
de reducción del volumen del hipocampo, se atribuya principalmente a la atrofia dendrítica. 





atrofia dendrítica observada en los modelos experimentales de estrés crónico (Duman y col., 
2000; McEwen, 2000). La disminución de la arborización y de la longitud dendríticas suele 
estar asociada con una reducción en la densidad de las sinapsis excitatorias de tipo 
glutamatérgico (Sousa y col., 2000; Stockmeier y col., 2004; Mattson, 2008). Por ello, se ha 
propuesto al glutamato como uno de los neurotransmisores responsables de los cambios 
hipocampales observados en estos trastornos. Particularmente, existen evidencias en este 
sentido obtenidas en modelos experimentales de trastornos del estado de ánimo (Watanabe 
y col., 1992; Magariños y McEwen, 1995; Duman, 2002), incluso en el paradigma de 
desesperanza aprendida utilizado en este trabajo de Tesis (Ferrero y col., 2005; Zink y col., 
2010). En este trabajo de tesis, se demuestra que una breve exposición in vitro de neuronas 
hipocampales a glutamato es capaz de inducir atrofia dendrítica en ausencia de muerte 
neuronal, un efecto mediado por el receptor de glutamato NMDA. De hecho, nuestros 
resultados están de acuerdo con trabajos previos que muestran que la administración in vivo 
de antagonistas glutamatérgicos previene la atrofia dendrítica observada en modelos de 
estrés crónico (Magariños y McEwen, 1995; Christian y col., 2011; Li y col., 2011). La 
retracción dendrítica inducida por glutamato parece ser un fenómeno gradual que progresa 
a atrofia dendrítica (ver Figura 28 de Resultados II). Determinamos también que la atrofia 
dendrítica se puede lograr de forma experimental en un lapso de tiempo relativamente 
corto (4 horas en cultivo). Por supuesto que no se debe descartar la posibilidad de que otros 
factores, además de una excesiva liberación de glutamato, contribuyan a la atrofia dendrítica 
observada in vivo en modelos experimentales de depresión (Duman y col., 1997; 2000). 
En cuanto a las posibles moléculas que intervienen en estos fenómenos, se ha relacionado 
fuertemente al BDNF con la neurogénesis adulta, ya que aumenta la supervivencia sin afectar 
la proliferación celular (Castrén y Rantamäki, 2010). La activación del receptor de 
neurotrofina TrkB media en gran parte estas acciones del BDNF sobre la neuroplasticidad 
(Seil y Drake-Baumann, 2000; Danzer y col., 2002; Li y col., 2008). Sin embargo, el BDNF, 
específicamente el pro-BDNF a través de la activación del receptor de neurotrofinas p75, 
ejerce otras acciones no tan “beneficiosas” como son la apoptosis, la atrofia neuronal y el 
pruning sináptico (Castrén y Rantamäki, 2010). Estas evidencias sugieren un escenario más 
complejo para la plasticidad neuronal impulsada por el BDNF, basado en la competencia 
entre la  señalización mediada por el complejo BDNF-TrkB y la mediada por el complejo pro-
BDNF-p75. Interesantemente, el BDNF está fuertemente asociado a la etiología y al 





en pacientes deprimidos; la magnitud de la reducción se correlaciona con la disminución del 
volumen del hipocampo en estos pacientes (Karege y col., 2002; Shimizu y col., 2003). 
Llamativamente, los antidepresivos no poseen una respuesta farmacológica exitosa desde el 
punto de vista conductual en ratones deficientes en BDNF (Saarelainen y col., 2003; 
Monteggia y col., 2007). Por el contrario, niveles altos de BDNF se asocian con el tratamiento 
antidepresivo (Aydemir y col., 2005). Resultados semejantes se han obtenido en animales 
expuestos a modelos de depresión y tratados farmacológicamente (Siuciak y col., 1997; 
Russo y col., 1999; Shirayama y col., 2002; Altar y col., 2003). También se ha demostrado que 
la inyección de BDNF en el cerebro (Hoshaw y col., 2005; Siuciaky col., 1997) imita los efectos 
farmacológicos de los antidepresivos en modelos animales (Siuciak y col., 1997; Shirayama y 
col., 2002; Koponen y col., 2005). Incluso la administración periféricamente de BDNF es capaz 
de mostrar algunas acciones similares  a las de los antidepresivos (Schmidt y Duman, 2010); 
esto se asemeja el aumento de BDNF en suero observado en pacientes después de un 
tratamiento con antidepresivos (Tadić y col., 2011). En su conjunto, estos datos sugieren 
fuertemente que los efectos farmacológicos de los antidepresivos requieren una señalización 
funcional de BDNF en el cerebro. Este concepto se retoma en los últimos apartados de la 
discusión de este trabajo de Tesis. 
 
2. Análisis de las evidencias que indican causa-efecto entre remodelado sináptico 
hipocampal y la etiología de la depresión y su tratamiento farmacológico 
Numerosas evidencias sugieren la participación del remodelado sináptico hipocampal en la 
fisiopatología y en el tratamiento de la depresión (Duman, 2002; Fuchs y col., 2004; Iwata y 
col., 2006; Reines y col., 2008; Hajszan y col., 2009;). En efecto, en pacientes  deprimidos se ha 
descrito una reducción en el volumen del hipocampo, que se normaliza con el tratamiento con 
antidepresivos (Sheline y col, 2003). Aunque existen trabajos recientes que describen el 
remodelado sináptico en el área CA1 del hipocampo en modelos experimentales de depresión 
(Hajszan y col, 2009; Gourley y col, 2013), el área CA3 parece ser la zona principalmente 
comprometida (Watanabe y col, 1992; Magariños y McEwen, 1995; Sousa y col, 2000). De 
hecho, en modelos experimentales de trastornos del estado de ánimo relacionados con el 
estrés se ha observado atrofia dendrítica y pérdida de sinapsis en el área CA3, que responden 
al tratamiento con antidepresivos (Magariños y col, 1999; Hajszan y col, 2009). Además, el 





región CA3 del hipocampo de animales expuestos al paradigma de desesperanza aprendida 
(Reinés y col, 2008). Sin embargo, sigue siendo una cuestión de debate si el remodelado del 
área CA3 implica cambios sinápticos ultra-estructurales, y además, se desconoce en qué 
medida los cambios plásticos del hipocampo se relacionan con las alteraciones conductuales 
observadas en este modelo. Esto se debe, principalmente a los modelos y diseños 
experimentales empleados. A continuación se describen las ventajas del paradigma de 
desesperanza y del diseño experimental empleados en este trabajo de Tesis para intentar 
responder a estos interrogantes. 
2.1 Acercamiento metodológico (in vivo) para evaluar el remodelado sináptico hipocampal 
Ciertos estudios demuestran que mientras las estructuras neuronales son prácticamente 
estables en el cerebro adulto, una fracción de las dendritas y de los axones son altamente 
dinámicos y sensibles a las experiencias (Chen y Nedivi, 2010). La plasticidad  estructural de 
las neuronas tiene un papel importante en los procesos cognitivos y en la respuesta del SNC a 
las experiencias aversivas. Este tipo de plasticidad implica procesos de 
crecimiento/retracción de neuritas, o remodelado de las espinas dendríticas, para la 
incorporación de nuevas neuronas a los circuitos ya existentes. Sin embargo, el estudio de 
cómo se llevan a cabo estos cambios estructurales es sumamente dificultoso. La exploración 
de estos fenómenos plásticos es muy importante, no sólo para nuestro conocimiento de la 
fisiología del SNC, sino también para comprender mejor la etiología de los diferentes 
trastornos psiquiátricos y neurológicos en los que se han descrito alteraciones en la 
estructura y la conectividad sinápticas. El mejor modelo experimental es el que se basa en la 
reproducción de su etiología. Lamentablemente, las causas y las bases patológicas de la 
depresión no han sido aún lo suficientemente establecidas. 
Los eventos estresantes de la vida se asocian con el riesgo de desarrollar depresión en 
individuos predispuestos genéticamente (Kendler y col., 1999; Caspi y col., 2005). Sin 
embargo, la posibilidad de realizar análisis histopatológicos post-mortem es limitado. 
Además, existe una acotada disponibilidad de tejido cerebral de pacientes deprimidos no 
medicados. Dicho tejido sería preferible dado que muchos de los fármacos antidepresivos 
afectan la plasticidad estructural del hipocampo y el tratamiento farmacológico puede, por 
tanto, mejorar u oscurecer los cambios celulares que inicialmente podrían haber contribuido 
a la reducción de volumen hipocampal. Por lo tanto, se ha propuesto que los cambios 





producen en los individuos deprimidos (McEwen, 2007). Esta condición experimental 
reproduce la historia natural de la patología, debido a que ciertos tipos de depresión humana 
son precipitadas por acontecimientos estresantes de la vida (Wikinski, 2006). En este sentido, 
el estrés crónico se ha utilizado para inducir síntomas similares a la depresión en modelos 
animales. Por otra parte, durante muchos años, el remodelado dendrítico y la disminución de 
la neurogénesis inducidos por niveles elevados de glucocorticoides se han presentado como 
los principales factores que subyacen a la reducción del volumen hipocampal (Sapolsky, 
2000; Czéh y Lucassen, 2007). Esta suposición se basa en varias observaciones clínicas que 
indican una hiper-reactividad del eje HPA (Parker y col., 2003; Schüle, 2007). Por otra parte, 
en los últimos años se ha hecho evidente que el hipercortisolismo no produce pérdida 
neuronal, tal como resulta de los estudios realizados en el tejido cerebral post-mortem de 
pacientes deprimidos y de sujetos tratados con esteroides (Lucassen y col., 2001; Muller y 
col., 2001; Stockmeier y col., 2004; Czéh y Lucassen, 2007). Cabe señalar que en estos 
estudios no se realizó una cuantificación estereológica, que sería el método de elección para 
la evaluación de los cambios en el número de células en una estructura cerebral específica. 
Sin embargo, tales métodos requieren el análisis de las estructuras cerebrales enteras e 
intactas, que a menudo son difíciles de obtener cuando se trata de muestras post-mortem. 
2.2 Ventajas del paradigma de desesperanza aprendida para estudiar el remodelado 
sináptico  
Los modelos animales basados en la inducción de desesperanza se basan en la exposición a 
una situación de estrés inevitable que induce en el animal un déficit conductual tal que se 
vuelve incapaz de evitar los encuentros posteriores con el estímulo aversivo, incluso si es 
evitable. Esta falla conductual se considera análoga a la desesperanza que manifiestan los 
pacientes con depresión y se revierte cuando los animales reciben tratamiento 
antidepresivo. Entre los modelos animales de depresión que se basan en la inducción de 
desesperanza se encuentran: la prueba de natación forzada, de suspensión de la cola y el 
paradigma de desesperanza aprendida. Tanto la prueba de natación forzada como la de 
suspensión de la cola se utilizan tradicionalmente para la identificación de drogas 
antidepresivas y no para el estudio de la fisiopatología de la depresión. Esto se debe a que los 
animales expuestos a estos dos modelos presentan una respuesta aguda al tratamiento con 
antidepresivos, lo cual no es coincidente con el curso clínico temporal en la acción de este 





Una característica interesante del paradigma de desesperanza aprendida es que durante la 
sesión de prueba es posible la huida del animal, mimetizando un componente más complejo 
del estado depresivo. Uno de los principales atributos del paradigma de desesperanza 
aprendida es que permite identificar subgrupos vulnerables y resistentes a adquirir la 
conducta de desesperanza. Esto representa una estrategia útil para la investigación de los 
mecanismos que subyacen a la susceptibilidad diferencial, además de que tiene analogía con 
la situación humana. Asimismo, los animales que adquieren la conducta de desesperanza 
muestran varias características que tienen similitud con la depresión humana, incluida la 
disminución de la actividad motora, pérdida de peso, alteraciones del sueño, disminución de 
la motivación, el comportamiento sexual disminuido, y los niveles elevados de CRH y de 
corticosterona (Thiébot y col., 1992; Yan y col., 2010). Además, este modelo permite realizar 
estudios cronológicos/temporales en los animales expuestos al paradigma. Como se ha 
mencionado anteriormente, luego de la sesión de entrenamiento los animales se exponen a 
la primera sesión de prueba (día 4), donde se evalúa la adquisición de la conducta de 
desesperanza. Es importante remarcar que en las condiciones experimentales empleadas en 
este trabajo de Tesis, la conducta de desesperanza se instaura 4 días después de la sesión de 
entrenamiento, mientras que está ausente si se la evalúa a tiempos más cortos (Reinés y col., 
2008). Luego de 24 horas se puede optar por iniciar el tratamiento farmacológico. De esta 
manera, este modelo permite evaluar a los animales en el momento que adquieren la 
conducta de desesperanza y luego estudiar los parámetros afectados por el tratamiento 
crónico con antidepresivos. De no instaurarse un tratamiento, se puede evaluar la evolución 
natural de los cambios. En otras palabras, este modelo, y a diferencia de los modelos de 
estrés crónico, permite implementar un diseño experimental que discrimina perfectamente 
los cambios asociados a la conducta de desesperanza de los cambios inducidos por los 
antidepresivos. En cambio, en los modelos de estrés crónico, los estudios se realizan a 
tiempos más largos y se asume que la conducta y los cambios observados son coincidentes 
en el tiempo. Es importante mencionar, aunque no haya sido objeto de este trabajo de Tesis, 
que con este modelo es posible estudiar la persistencia de los cambios generados por los 
antidepresivos varios días después de haber finalizado el tratamiento. Nuestro laboratorio ha 
demostrado que el déficit conductual y la disminución de los niveles de los marcadores 
sinápticos reaparecen 90 días después de haber suspendido el tratamiento crónico con 





Otro dato interesante es que el paradigma de desesperanza aprendida se ha utilizado en 
estudios farmacológicos preclínicos para la detección de efectos antidepresivos de nuevos 
compuestos. Cabe mencionar que los principales compuestos antidepresivos utilizados 
actualmente, incluyendo los antidepresivos tricíclicos, inhibidores de la monoaminooxidasa, 
antidepresivos atípicos (Kametani y col., 1983; Kato y col., 1998; Takamori y col, 2001), y los 
inhibidores selectivos de la re-captación de serotonina (Takamori y col., 2001), han prevenido 
o revertido la aparición de la conducta de desesperanza. Por lo tanto, este es uno de los 
modelos animales de depresión con mayor validez entre los actualmente conocidos y 
utilizados. 
 
3. Remodelado sináptico estructural a corto y largo plazo en animales expuestos al 
paradigma de desesperanza aprendida 
En el presente trabajo de tesis, hemos investigado las características ultra-estructurales de 
las sinapsis sobre las espinas dendríticas del área CA3 de los animales SD en dos puntos 
temporales: en la etapa en  la que se adquiere la conducta de desesperanza (día 4) y 21 días 
después de adquirida la misma (día 25). 
3.1 La conducta de desesperanza se manifiesta en ausencia de evidencias que demuestren 
cambios ultra-estructurales relevantes en las sinapsis del CA3 hipocampal 
Previamente nuestro grupo ha descrito, utilizando el paradigma de desesperanza 
aprendida, una disminución en las proteínas sinápticas SIN y PSD-95 en el área CA3 del 
hipocampo 25 días después de la sesión de entrenamiento (Reinés y col., 2008). Teniendo en 
cuenta que la disminución de SIN se podría correlacionar con una reducción en la densidad 
sináptica (Eastwood y col., 2001), estos resultados están en línea con la pérdida de sinapsis 
descripta en este modelo varios días después de la detección de la conducta de desesperanza 
y que corresponde al día 7 de nuestro protocolo experimental (Hajszan y col., 2009). Los 
estudios sinápticos realizados en este trabajo de Tesis son anteriores a los antes 
mencionados y coinciden con el día en el que se observa la adquisición de la conducta de 
desesperanza. En otras palabras, en este trabajo de Tesis se demuestra fehacientemente que 
la adquisición de la conducta de desesperanza (día 4 post-entrenamiento) en los animales SD 
no se acompaña de cambios ultra-estructurales sinápticos de relevancia en el área CA3, como 
tampoco se acompaña de una alteración en la expresión del marcador sináptico SIN. Basado 





evidencia acerca de que no se requerirían cambios ultra-estructurales sustanciales en las 
sinapsis del área CA3 hipocampal para que se desarrolle y evidencie la conducta de 
desesperanza. 
3.2. El remodelado estructural de las sinapsis del CA3 se evidencia más tardíamente en los 
animales expuestos al paradigma de desesperanza aprendida 
El presente trabajo de Tesis demuestra que los cambios ultra-estructurales de las sinapsis 
del área CA3 se producen en los animales SD con posterioridad a la detección del fallo 
conductual. Estos resultados están de acuerdo con la reducción del marcador sináptico SIN 
confirmada a día 25 de nuestro protocolo experimental (21 días después de la primera 
sesión de prueba) en este trabajo y en un estudio previo (Reinés y col., 2008). Estos hallazgos 
concuerdan también con las observaciones que demuestran que la reducción de la 
proliferación celular del hipocampo ocurre varios días después de la primera sesión de 
prueba (Malberg y Duman, 2003; Ho y Wang., 2010). De esta manera, podría especularse 
que el remodelado estructural sináptico formaría parte de una respuesta adaptativa del 
hipocampo o una consecuencia de la reducción de PSA-NCAM (ver más adelante). Sin 
embargo, no se puede descartar que otros cambios más sutiles generados en el área CA3, ya 
sean estructurales o a nivel molecular, pudieran contribuir al déficit conductual. 
Vale la pena señalar que el perfil pre-sináptico de las sinapsis de la región CA3 de los 
animales SD a día 25 registran un patrón distintivo caracterizado por un aumento del número 
de sinapsis con bajo o alto número de vesículas. La forma de las vesículas sinápticas de los 
animales SD manifiesta una clara desviación de la función de Gauss (Hu y col, 2008), con una 
tendencia hacia estructuras más grandes, en particular en las sinapsis con un elevado 
número de vesículas. En varias patologías sinápticas se ha demostrado tanto el polimorfismo 
como el pleomorfismo de las vesículas sinápticas (Hovorka y col, 1997; Baloyannis y col, 
2006), así como también en modelos de patologías neurodegenerativas (Scott y col, 2010). 
Las alteraciones en la morfología de las vesículas sinápticas se han asociado con cambios 
cuali o cuantitativos de las proteínas de la vesícula, cambios en el contenido del 
neurotransmisor, con modificaciones en el mecanismo de formación de vesículas o con 
anomalías en la endocitosis; todos cambios que pueden comprometer la funcionaliad 
sináptica (Hu y col, 2008; Qu y col, 2009, Scott y col, 2010). De hecho, los niveles reducidos 
de SIN en el área CA3 de los animales SD observados a día 25 apoyan fuertemente la 





puede especular que la funcionalidad de las vesículas de las sinapsis de los animales SD (en 
particular en las sinapsis con un bajo número de vesículas, o con un alto número de vesículas 
de mayor tamaño) podría estar modificada. Esta especulación concuerda con la disminución 
en la liberación hipocampal de glutamato estimulada por K+ descripta en los animales SD a 
día 25 de nuestro protocolo experimental (Ferrero y col, 2005). 
Se sabe que una sinapsis se compone de una zona activa en la pre-sinápsis y una DPS en la 
post-sinapsis, separadas por la brecha sináptica. Un complejo de unión intercelular llamado 
puncta adherens se encuentra adyacente a estas estructuras (ver Figura 4 de la 
Introducción)(Sheng y Hoogenraad, 2007; Yamada y Nelson, 2007). Está bien documentado 
que la forma de la DPS, la longitud de la brecha sináptica y los ángulos sinápticos son 
características dinámicas de la morfología sináptica (Marrone y col, 2004; Sheng y 
Hoogenraad, 2007) y, en consecuencia, estos parámetros resultan útiles como marcadores 
potenciales de remodelado sináptico (Popov y col, 2008). Por lo tanto, los cambios 
descriptos en estos parámetros en las sinapsis del área CA3 de los animales SD a día 25 son 
otra evidencia de remodelado sináptico. Curiosamente, en los animales SD, las membranas 
pre- y post-sinápticas de las sinapsis de la región CA3 se encuentran anormalmente 
separadas, particularmente en los puntos más distales. Vale la pena mencionar que, el 
aumento de la distancia medida en los puntos distales de la unión sináptica corresponde al 
puncta adherens (Shin y col., 2002; Sheng y Hoogenraad, 2007; Yamada y Nelson, 2007), 
donde se encuentran las moléculas de adhesión celular. En este contexto, las moléculas de 
adhesión celular resultaron candidatos interesantes para explorar. 
3.3 Cambios plásticos a nivel molecular: Las moléculas de adhesión NCAM y PSA-NCAM 
3.3.1 La contribución de NCAM en la conducta de desesperanza y en el  remodelado 
sináptico 
Numerosas investigaciones se han llevado a cabo para dilucidar potenciales blancos 
moleculares implicados en las alteraciones de los circuitos neuronales responsables de los 
cambios conductuales observados como respuesta al estrés (Heim y Nemeroff, 1999; 
McEwen, 1999; Sandi y Bisaz 2007). Como ya se mencionara, el incremento de la 
neurotransmisión glutamatérgica se ha relacionado con el remodelado hipocampal 
inducido por estrés, en particular con la atrofia dendrítica del área CA3 (Magariños y 
McEwen BS, 1995; Magariños y col., 1997; Sousa y col., 2000; Sandi y col., 2003; Stewart y 





producto de la estimulación glutamatérgica o bien como un proceso de adaptación 
tendiente a reducir o evitar daños posteriores.  
Diversas moléculas de adhesión celular desempeñan un papel en la estabilidad sináptica, 
en la mediación de la interacción entre la pre-y post-sinapsis (Müller y col., 1999; Garner y 
col., 2002; Yamagata y col., 2003) y en la regulación de la estructura y la función sinápticas 
(Sanes y Lichtman, 1999; Benson y col., 2000). En particular, NCAM es una de las más 
abundantes en las sinapsis glutamatérgicas del hipocampo (Shin y col., 2002) y esta bien 
documentada su participación en la plasticidad neuronal (Bonfanti, 2006; Stewart y col., 
2010). Es por ello que es razonable especular que las moléculas de adhesión celular podrían 
estar altamente implicadas en estos fenómenos plásticos.  
Curiosamente, el hipocampo de ratones knockout para NCAM (-/-) presenta atrofia en el 
área CA3 (Cremer y col., 1997; Tereshchenko y col., 2011). Del mismo modo, tanto en 
pacientes deprimidos como en modelos de estrés crónico los niveles de NCAM se 
encuentran alterados (Poltorak y col., 1996; Sandi y col., 2001; Venero y col., 2002; Sandi y 
Touyarot; 2006; Alfonso y col, 2006; Wakabayashi y col., 2008). De hecho, se ha propuesto 
que la reducción de los niveles de NCAM estaría involucrada en los efectos nocivos del 
estrés crónico sobre el procesamiento neuronal, la función cognitiva y las alteraciones 
conductuales (Sandi, 2004; Sandi y Bisaz, 2007; Aonurm-Helm y col., 2008; Bisaz y col., 
2011). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que la conducta de desesperanza se 
establece a día 4 sin cambios en los niveles de expresión de NCAM. Esto nos permite 
postular que la reducción de NCAM evidenciada a día 25 podría contribuir a los cambios 
sinápticos estructurales. Además, la reducción de NCAM está en concordancia con la 
disminución de los niveles de SIN y con el aumento de la longitud de la brecha sináptica 
observada en los animales SD a día 25, especialmente evidente en las zonas que flanquean 
la zona activa y la DPS, donde las moléculas de adhesión celular mantienen unida a la pre- y 
a la post-sinapsis, confiriendo un espacio de separación apropiado (Scheiffle y col., 2003). 
Sorprendentemente, los experimentos in vitro realizados en este trabajo de Tesis 
empleando neuronas hipocampales en cultivo expuestas a glutamato arrojaron resultados 
similares cuando se analizó 12 horas después del tratamiento (ver Figura 28 de Resultados 
II). Determinamos que la atrofia dendrítica inducida por glutamato (4 hs) antecede a la 
reducción de los niveles sinápticos de NCAM. Éstos descienden mucho después de 





La disminución del número de sinapsis que se produce de forma concomitante con la 
atrofia dendrítica in vitro se evidencia como una reducción del número y del área total de 
clusters sinápticos para SIN y NCAM. Esta disminución se acompaña de un incremento del 
tamaño individual de los clusters de NCAM y SIN, lo que puede interpretarse como 
procesos que participan en el desensablado sináptico o de fenómenos endocíticos de 
transporte. De hecho, se sabe que NCAM participa en el reclutamiento del pool de vesículas 
sinápticas (Ryan, 2001; Polo-Parada y col., 2004) y que la mono-ubiquitinazación es la señal 
que desencadena su internalización dependiente de clatrina (Miñana y col., 2001; Diestel y 
col., 2007). En consecuencia, la reducción de los niveles de NCAM podría estar involucrada 
en la alteración del perfil pre-sináptico detectado en los animales SD a día 25 de nuestro 
protocolo experimental (Polo-Parada y col, 2001). Es importante mencionar que, en nuestro 
sistema in vitro se evidencia una reducción temprana (anterior a la atrofia dendrítica) del 
tamaño individual de los clusters sinápticos de NCAM sin cambios en los niveles totales, 
que podría indicar la existencia de cambios tempranos en la estructura del puncta adherens 
(Mizoguchi y col., 2002). Por ello, no puede descartarse que este tipo de cambios 
cualitativos puedan estar presentes en las sinapsis de los animales SD. 
3.4 Descenso temprano de PSA-NCAM en los animales que adquieren la conducta de 
desesperanza 
3.4.1 Posible contribución en la alteración conductual 
La disminución de los niveles de PSA-NCAM se ha relacionado con los déficits cognitivos 
inducidos por el estrés (Pham y col., 2003) y con las alteraciones conductuales 
características en la depresión experimental (Wainwright y Galea, 2013). Interesantemente, 
nuestros hallazgos señalan fuertemente a la reducción de los niveles de PSA-NCAM en el 
área CA3 del hipocampo como un hecho coincidente con la adquisición de la conducta de 
desesperanza. En efecto, ratones deficientes en PSA-NCAM evidencian un déficit 
conductual dependiente del hipocampo similar al asociado con la depresión (Angata y col., 
2004; Markram y col., 2007; Bisaz y col., 2009). 
3.4.2 Posible contribución en los cambios sinápticos 
Actualmente, PSA-NCAM es reconocido como un marcador de remodelado sináptico 
(Rutishauser, 2008). De hecho, niveles normales de PSA-NCAM son necesarios para el 
remodelado sináptico (Rutishauser y col., 1988; Dityatev y col., 2004; Bisaz y col., 2009; 





Sandi, 2004), la reparación y regeneración neuronal (Kiss y col., 2001; Nguyen y col., 2003). 
Esto está de acuerdo con el aumento de la expresión de PSA-NCAM que se observa luego 
de una lesión hipocampal y que se considera un mecanismo de reparación/remodelado 
(Fox y col., 2001; Domínguez y col., 2003). En modelos de estrés crónico, se observa un 
aumento de PSA-NCAM seguido de una disminución debido al agotamiento de los sistemas 
de compensación del hipocampo (Sandi y col., 2001; Pham y col., 2003). Por lo tanto, podría 
especularse que la persistencia de niveles reducidos de PSA-NCAM durante 21 días en los 
animales SD, interferiría con los procesos fisiológicos destinados a contrarrestar las 
alteraciones ultra-estructurales. Por otra parte, no se puede descartar que el descenso 
temprano de PSA-NCAM pudiera participar en el desarrollo de los cambios estructurales 
sinápticos. Sorprendentemente, en nuestro modelo experimental in vitro observamos que 
la atrofia dendrítica inducida por el glutamato es precedida por una importante 
disminución de los niveles de PSA-NCAM (ver Figura 28 de Resultados II). 
Consecuentemente, se podría especular que la atrofia dendrítica inducida por el glutamato 
estaría asociada a los cambios tempranos en el balance NCAM/PSA-NCAM. En este balance, 
la alteración de los eventos mediados por PSA-NCAM que controlan la reparación y 
promueven la extensión de neuritas tendrían un impacto incuestionable (Rutishauser y 
Landmesser, 1996; Kiss y col., 2001; Nguyen y col., 2003; Bonfanti, 2006; Seidenfaden y col., 
2006). De acuerdo con esta hipótesis, un trabajo reciente ha descrito cambios en los niveles 
de PSA-NCAM paralelos a la retracción dendrítica de las interneuronas de la amígdala en 
animales expuesto a estrés crónico (Gilabert-Juan y col., 2011). De esta manera, la 
disminución de los niveles de PSA-NCAM en los animales SD podría entonces contribuir a la 
alteración de la plasticidad hipocampal postulada en la depresión. 
Como se mencionara, se ha propuesto que la liberación aumentada de glutamato en el 
área CA3 del hipocampo de los animales SD podría ser responsable de la atrofia dendrítica 
reportada en estos modelos. Nuestros resultados in vitro e in vivo sugieren que el 
remodelado sináptico dependiente de glutamato en última instancia conduce a la atrofia 
dendrítica y a la pérdida de sinapsis. Por otra parte, arrojan luz sobre la evolución en el 
tiempo de los primeros eventos: mientras que la disminución de PSA-NCAM y la 
reorganización sináptica de NCAM precederían a la atrofia dendrítica, la reducción de los 
niveles de NCAM sería un evento más tardío, probablemente relacionado con el 
desensamblado de las sinapsis (ver Figura 28 de Resultados II). De hecho, se ha descripto la 





equivalente al día 7 de nuestro protocolo experimental (Hajszan y col., 2009). A nuestro 
entender este es el primer estudio en proveer evidencias en favor de la participación 
distintiva de NCAM/PSA-NCAM en el desarrollo de la conducta de desesperanza y de la 
atrofia dendrítica, esta última inducida por el glutamato. La atrofia del hipocampo precede 
a la pérdida neuronal y de sinapsis, en consecuencia se podría inferir la presencia de 
diferentes etapas en la progresión de esta enfermedad (Apostolova y col., 2006; Leuner y 
col., 2012; Thompson y Vinters, 2012). Por lo tanto, se podría especular que la prevención o 
reversión de la atrofia inducida por glutamato podría dar lugar a una estrategia de 
intervención temprana.  
3.4.3 Posibles mecanismos involucrados en los efectos de PSA-NCAM  
Existen evidencias que vinculan la disminución de los niveles de PSA-NCAM con la 
reducción de la actividad de las enzimas polisialiltransferasas, que catalizan su síntesis 
(Angata y Fukuda, 2003; Rutishauser, 2008). Entonces, el descenso de PSA-NCAM 
observado en los animales SD podría deberse a la desregulación de estas enzimas.  
Actualmente se acepta que PSA-NCAM participa en numerosas funciones neuronales 
importantes. La expresión de PSA-NCAM posee una regulación espacio-temporal e influye 
íntimamente en la neurogénesis y el desarrollo de circuitos neuronales. Es por ello que la 
expresión anómala de dicha molécula afecta el aprendizaje, la memoria y la conducta.  
Aunque los mecanismos subyacentes a la expresión aberrante de PSA-NCAM no se han 
dilucidado, varias propiedades y funciones de PSA-NCAM arrojan luz sobre esta cuestión. 
PSA tiene un volumen hidratado grande y una densidad de carga negativa elevada y, por 
lo tanto, está en condiciones de atenuar las fuerzas de adhesión y de regular 
negativamente las interacciones globales de la superficie celular (Yan y col., 1994; 
Rutishauser y Landmesser, 1996; Johnson y col., 2005). De esta manera, se sabe que PSA-
NCAM promueve la reorganización y el remodelado sináptico al provocar un cambio en la 
atracción-repulsión entre membranas enfrentadas, evitando las interacciones trans- / cis- 
homofílicas NCAM-NCAM y promoviendo de esta manera un estado sináptico más lábil (Yan 
y col., 1994; Rutishauser y Landmesser, 1996; Johnson y col., 2005). Por lo tanto, una de las 
hipótesis actuales en relación al papel sináptico de PSA-NCAM postula que NCAM no 
polisialilado promovería la estabilidad, mientras que PSA-NCAM favorecería la plasticidad 





Además de ser una molécula no adhesiva, recientemente se le han atribuido a PSA-NCAM 
otras características funcionales importantes; particularmente se destaca el papel de PSA, 
más allá de la proteína que lo transporta. Entre estas funciones se destacan la regulación de 
los receptores NMDA (Hammond y col., 2006; Kochlamazashvili y col., 2010) (Figura. 37), y 
su papel como reservorio/modulador de moléculas biológicamente activas (Figura 38). 
 
 
Figura 37. PSA regula la actividad del receptor NMDA. El transporte de iones Ca2+ a través del receptor 
NMDA está modulado por PSA. El PSA unido a NCAM interactúa con el receptor, regulando su apertura y 
cierre. Imagen modificada de Sato y Kitajima, 2013a. 
 
PSA-NCAM reduce la probabilidad de apertura del canal asociado al receptor NMDA, sin 
modificar la conductancia (Hammond y col., 2006) (Figura 37). Además, dado que se ha 
demostrado que PSA-NCAM inhibe a los receptores NMDA a bajas concentraciones de 
glutamato (Kochlamazashvili y col., 2010) se podría especular que existiría una respuesta 
exacerbada del receptor NMDA en respuesta al glutamato como consecuencia de la 
reducción de los niveles de PSA-NCAM. Por todo lo expuesto, nuevos estudios podrán 





patologías que impliquen cambios estructurales tales como atrofia dendrítica y la pérdida 
de sinapsis. 
 
Figura 38. Mecanismo propuesto para la retención y liberación de moléculas biológicamente activas por 
PSA. Panel de la derecha, PSA captura moléculas biológicamente activas por unión directa. Panel de la 
izquierda, se produce una liberación de la molécula biológicamente activa mediante la participación de su 
receptor específico de alta afinidad. En este ejemplo, el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) unido 
a PSA, migra hacia sus receptores, TrkB o p75, sobre la base de las diferencias en la afinidad entre BDNF, los 
receptores, y PSA. Imagen modificada de Sato y Kitajima, 2013a. 
 
Por otra parte, PSA se une directamente y regula la función de varios factores solubles 
bioactivos, incluyendo las neurotrofinas [BDNF, la neurotrofina-3 (NT-3) y el factor de 
crecimiento nervioso (NGF)], otros factores de crecimiento y neurotransmisores (dopamina, 
adrenalina y noradrenalina) (Sato y col., 2010; Hane y col., 2012; Ono y col., 2012; Sato y 
Kitajima, 2013a y 2013b) (Figura 38). PSA parece tener un grado de atracción tal por estas 
moléculas que actúa como un reservorio de factores implicados en la función neuronal, 
regulando de esta manera la función de estas moléculas. Esta propiedad indica claramente 
que PSA está implicado en la regulación de la función neuronal. Por ejemplo, PSA captura al 
BDNF mediante una unión directa (Kanato y col., 2008). Desde el complejo, BDNF migra 
hacia su receptor, TrkB, sobre la base de las diferencias de afinidad entre el receptor y PSA 
(Sato y col., 2010; Hane y col., 2012; Sato y Kitajima, 2013a y 2013b). Considerando estos 
hallazgos, PSA tiene la capacidad de prolongar los efectos de las neurotrofinas y además, 
facilita sus interacciones con sus respectivos receptores específicos de la superficie celular. 





interacciones descriptas entre estas dos moléculas. Se sabe que la remoción enzimática del 
PSA unido a NCAM inhibe la LTP, mientras que la aplicación exógena de BDNF la restaura en 
la sinapsis afectada (Muller y col., 2000). También, la interrupción de la polisialilación de 
NCAM perturba los efectos del BDNF sobre la diferenciación de las neuronas y la 
supervivencia, mientras que la aplicación exógena de BDNF revierte estos efectos (Vutskits 
y col., 2001). Se debe tener en cuenta, que el BDNF está fuertemente asociado a la etiología 
y al tratamiento farmacológico de la depresión. Niveles bajos de BDNF se han encontrado 
en pacientes deprimidos, que correlacionan con la disminución del volumen del hipocampo 
(Karege y col., 2002; Shimizu y col., 2003). Por el contrario, niveles altos de BDNF se asocian 
con el tratamiento antidepresivo (Aydemir y col., 2005). Resultados semejantes se han 
obtenido en animales expuestos a modelos de depresión y en su tratamiento farmacológico 
(Russo y col., 1999; Siuciak y col., 1996; Shirayama y col., 2002,; Altar y col., 2003). Este 
trabajo de Tesis  aporta evidencias acerca de la importancia de la regulación de los niveles 
hipocampales de PSA-NCAM en un modelo experimental de depresión y en su tratamiento 
farmacológico. 
 
4. El remodelado sináptico en la acción farmacológica de la Fluoxetina 
4.1 La prevención de la aparición de los cambios sinápticos estructurales forma parte de la 
acción farmacológica de la Fluoxetina 
Las teorías contemporáneas de la depresión ponen el énfasis en los cambios estructurales, 
y sugieren que la alteración en la plasticidad hipocampal podría estar implicada en las bases 
neurobiológicas de la depresión y que la acción de los fármacos antidepresivos involucraría 
la corrección de dichas alteraciones (Sheline y col., 1996; Bremner y col., 2000; Bremner, 
2002; Duman, 2002; Manji y col., 2003; Sheline y col., 2003; Castrén, 2005; Czéh y Lucassen, 
2007). En los últimos años se han descripto diferentes cambios funcionales y morfológicos 
de las sinapsis, particularmente el remodelado estructural y alteraciones en la expresión de 
proteínas sinápticas, inducidos por estrés crónico, factor que predispone a la depresión 
(Thome y col., 2001; Rosenbrock y col., 2005; Donohue y col., 2006). Estudios en animales 
naïve sugieren que los antidepresivos mejoran la conectividad sináptica en el cerebro al 
promover la formación de sinapsis (Hajszan y col., 2005) y modificar la expresión de 
proteínas sinápticas (Iwata y col., 2006). En este contexto, se ha postulado que los 





demostrado en modelos experimentales de depresión que la administración de dichos 
fármacos previene o revierte la perdida de sinapsis, la atrofia dendrítica y la reducción de la 
proteína sináptica SIN en el área CA3 del hipocampo (Magariños y col, 1999; Reinés y col., 
2008; Hajszan y col, 2009), al momento de iniciar este trabajo de Tesis se desconocía cuál 
era el efecto del tratamiento crónico con Fluoxetina sobre la ultra-estructura de las sinapsis 
del área hipocampal CA3 en estos modelos y si se trataba de un efecto de prevención o de 
reversión de los mismos.  
En el presente trabajo de Tesis estudiamos a las sinapsis del área CA3 del hipocampo como 
blanco farmacológico de la Fluoxetina. Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento 
crónico con Fluoxetina previene la aparición de las alteraciones sinápticas observadas por 
microscopia electrónica en los animales SD a día 25 de nuestro protocolo. Los resultados de 
este trabajo de Tesis están de acuerdo con trabajos previos de nuestro laboratorio (Reines y 
col., 2008), en los que se demuestra que el tratamiento crónico con Fluoxetina normaliza los 
niveles del marcador sináptico SIN a día 25. Este trabajo carecía de la evaluación de los 
niveles de SIN a día 4, con lo que este trabajo de Tesis pone luz acerca del mecanismo de la 
Fluoxetina. Además, este trabajo es el primero en proporcionar una fuerte evidencia 
experimental acerca de que el tratamiento crónico con Fluoxetina promueve cambios 
sinápticos tendientes a contrarrestar el remodelado ultra-estructural en las sinapsis del área 
CA3 del hipocampo inducidos por el paradigma de desesperanza. Este sería un efecto 
deseable y beneficioso, dado por el hecho de que el mismo está ausente en aquellos 
animales SD resistentes desde un punto de vista conductual al tratamiento con Fluoxetina. 
Es interesante resaltar que la Fluoxetina induce cambios en el perfil pre-sináptico de las 
sinapsis del área CA3 de los animales SD. Teniendo en cuenta que el tratamiento crónico con 
Fluoxetina previene la reducción de los niveles de SIN en el área CA3 de los animales SD, es 
que se afianza fuertemente la posibilidad de que en estos animales las proteínas vesiculares 
se encuentren alteradas y que por lo tanto esté comprometida la función sináptica 
hipocampal (Hu y col, 2008; Qu y col, 2009, Scott y col, 2010). Además, la Fluoxetina induce 
en los animales SD un aumento del número de vesículas sinápticas a expensas de las 
vesículas del pool de reserva y previene la aparición de ciertos cambios en las diferentes 
poblaciones de sinapsis anormalmente inducidos por el paradigma. En su conjunto, es 





recuperación de la transmisión sináptica hipocampal en estos animales (Ferrero y col, 2005; 
Ho y Wang, 2010). 
Adicionalmente, cabe señalar que el tratamiento crónico con Fluoxetina previene el 
aumento de la longitud de la brecha sináptica y del espesor de la DPS. Este último efecto es 
pequeño pero selectivo para los animales SD (Marrone y col, 2004; Sheng y Hoogenraad, 
2007). Por lo tanto, se podría inferir que la Fluoxetina previene la aparición de los cambios 
sinápticos. Curiosamente, la Fluoxetina evita el distanciamiento de las membranas pre- y 
post-sinápticas en los animales SD, evento que sería compatible con la recuperación de la 
conectividad sináptica hipocampal. En su conjunto, las moléculas de adhesión celular 
aparecen como posibles blancos farmacológicos. Además, por lo expuesto hasta el momento 
se podría especular que la Fluoxetina induce un fenómeno de fortalecimiento sináptico con 
efectos positivos sobre la fisiología hipocampal. 
Es importante señalar que la Fluoxetina induce un remodelado sináptico que podría 
considerarse ʺbeneficioso” en los animales Control, tal como el acortamiento de la distancia 
entre las membranas pre- y post-sináptica, cambios en el perfil pre-sináptico, aunque cada 
uno de ellos en menor magnitud o en forma distinta al efecto inducido en los animales SD.  
4.2 Haciendo un paralelismo entre el efecto de la Fluoxetina sobre la neurogénesis y el 
remodelado sináptico 
El remodelado sináptico y la neurogénesis en el hipocampo son dos mecanismos, no 
necesariamente excluyentes entre sí, propuestos para explicar la eficacia de los fármacos 
antidepresivos (Castrén 2005; Krishnan y Nestler, 2008; Banasr y col., 2011). Originalmente 
se pensó a la neurogénesis como un promotor fundamental de la plasticidad neuronal, sin 
embargo, algunos estudios han cuestionado la contribución de la neurogénesis en ciertas 
adaptaciones conductuales del hipocampo (Shors y col., 2002). Se sabe que la neurogénesis 
está disminuida en modelos animales de depresión y que la misma es estimulada por una 
variedad de antidepresivos con mecanismos de acción muy diferentes, tales como la 
Fluoxetina, reboxetina, tianeptina, tranilcipromina e imipramina (Malberg y col., 2000; Czéh y 
col., 2001). Malberg y col. (2000) demostraron que el tratamiento crónico, pero no agudo, 
aumenta la neurogénesis en el hipocampo, lo cual estaría de acuerdo con el curso clínico 
temporal necesarios para la acción terapéutica de los antidepresivos. Sin embargo, la 
importancia de este proceso para precipitar un comportamiento similar a la depresión ha 





demostraron que la adquisición de la conducta de desesperanza (determinada mediante el 
test de nado) no se correlaciona con la neurogénesis. Nuestros resultados demuestran 
fuertemente que el remodelado sináptico estructural en el área CA3 hipocampal 
(disminución del marcador sináptico SIN y alteración de los parámetros sinápticos ultra-
estructurales) ocurre con posterioridad a la adquisición de la conducta de desesperanza y 
que la ocurrencia de estas alteraciones se previene con el tratamiento crónico con 
Fluoxetina. El hecho que este efecto de la Fluoxetina se observe específicamente en los 
animales en los que el tratamiento corrige el déficit conductual da fortaleza a nuestros 
hallazgos. En línea con nuestros resultados, se ha demostrado en modelos animales que el 
bloqueo de la neurogénesis no afecta la eficacia terapéutica a nivel conductual de los 
antidepresivos Fluoxetina e imiprimina. En este trabajo, el bloqueo de la neurogénesis no 
afecta la reducción de los dos índices más importantes que determinan la conducta símil 
depresiva (desesperanza aprendida y anhedonia), así como tampoco la capacidad para 
inducir el remodelado sináptico beneficioso descripto para los antidepresivos (Bessa y col., 
2009). En este contexto, nuestros resultados refuerzan la idea de que los antidepresivos 
afectan ciertos fenómenos plásticos que ocurren en el hipocampo, de manera diferencial de 
acuerdo a las características o estado plástico basal (interpretado como animales control o 
SD en este trabajo de Tesis), y que la Fluoxetina sería capaz de corregir ciertos eventos 
plásticos tempranos, que anteceden a los cambios ultra-estructurales sinápticos. Entre estos, 
PSA-NCAM emerge como un blanco molecular fuertemente probable. 
 
5. Modulación de los niveles de PSA-NCAM como estrategia antidepresiva 
5.1 El efecto antidepresivo de la Fluoxetina se acompaña de un incremento de los niveles 
de PSA-NCAM en el CA3 hipocampal 
Varias líneas de investigación indican que NCAM desempeña un papel crítico en la 
conectividad y la cognición neuronal. Su expresión está regulada en áreas del cerebro 
relacionadas con el aprendizaje y el bloqueo de su función altera el LTP hipocampal y la 
memoria (Sandi y Bizas, 2007). Tanto en pacientes psiquiátricos como en modelos de estrés 
crónico se han encontrado niveles alterados de NCAM (Sandi y col., 2001; Venero y col., 
2002; Touyaroy y Sandi, 2002; Alfonso y col., 2006; Pham y col., 2003). De hecho, se ha 
propuesto que la reducción de los nivel de NCAM estaría involucrada en los efectos nocivos 





conductuales (Sandi, 2004, Sandi y Bisaz, 2007; Aonurm-Helm y col., 2008; Bisaz y col., 2011). 
Sin embargo, en este trabajo de Tesis hemos demostrado que no solamente la disminución 
de la expresión de NCAM en los animales SD se evidencia tardíamente, sino que también el 
tratamiento crónico con Fluoxetina la exacerba. Por otra parte, el tratamiento con Fluoxetina 
incrementa los niveles de PSA-NCAM selectivamente en el CA3 de los animales SD. Los 
animales resistentes a la Fluoxetina desde un punto de vista conductual permanecen con 
niveles reducidos de PSA-NCAM luego del tratamiento. Teniendo en cuenta que el 
tratamiento crónico con Fluoxetina previene la aparición de las alteraciones ultra-
estructurales, es lógico pensar que el aumento de los niveles de PSA-NCAM podría estar 
involucrado, al menos parcialmente. Además, considerando  el descenso de NCAM inducido 
por Fluoxetina a día 25, podría pensarse que una molécula de adhesión diferente de NCAM 
contribuiría a preservar la longitud de la brecha sináptica. Asimismo, NCAM no estaría 
relacionado con la reversión de la conducta de desesperanza inducida por la Fluoxetina dado 
por el hecho de que los animales resistentes al tratamiento con Fluoxetina fallaron en 
diferenciarse en lo que respecta a los niveles de NCAM de aquello animales SD que 
corrigieron su conducta.  
5.2 El efecto de la Fluoxetina sobre PSA-NCAM está ausente en animales resistentes 
Los principales objetivos del tratamiento de la depresión son lograr la remisión y mantener 
los efectos terapéuticos en el tiempo. Sin embargo, los pacientes con trastorno depresivo 
responden de manera variable, en tiempos diferentes y de manera impredecible ante los 
diferentes tratamientos antidepresivos. La evidencia sugiere que del 29 al 46% de los 
pacientes deprimidos muestran una respuesta parcial o nula a los antidepresivos. La 
Fluoxetina pertenece al grupo de los inhibidores selectivos de la re-captación de serotonina 
(ISRS). A pesar de ser los antidepresivos de primera línea, sólo un tercio de los pacientes 
responden a estas drogas (El-Hage y col., 2013; Wainwright y Galea, 2013). El modelo de 
desesperanza aprendida es una herramienta útil para estudiar los mecanismos de no 
respuesta a los antidepresivos, debido a que finalizado el tratamiento con Fluoxetina 
aproximadamente un 40% de los animales SD no responden desde el punto de vista 
conductual. Por otro lado, si bien existen evidencias que indican que el tratamiento con 
Fluoxetina aumenta los niveles de PSA-NCAM en el hipocampo (Encinas y col., 2006; Varea y 
col., 2007; Guirado y col., 2012), estos resultados fueron obtenidos en animales naïve. Por lo 





blanco farmacológico de la Fluoxetina en el tratamiento de la depresión en modelos 
experimentales. Además, considerando las funciones sinápticas de PSA-NCAM, se podría 
especular que el efecto de la Fluoxetina para prevenir el remodelado sináptico ultra-
estructural en el CA3 hipocampal y para que el tratamiento resulte exitoso desde el punto de 
vista conductual etaría fuertemente vinvulado a su capacidad para elevar los niveles de PSA-
NCAM, dado por el hecho de que no se registraron aumentos de dicha molécula en los 
animales SD resistentes al tratamiento farmacológico.  
5.3 Un péptido mimético funcional de PSA reproduce los efectos conductuales y de 
remodelado sináptico inducidos por la Fluoxetina 
Con el objetivo de simular un incremento de PSA-NCAM semejante al que produce la 
Fluoxetina en el área CA3 del hipocampo nos valimos del uso de un péptido mimético 
funcional de PSA (fPSA). Este tipo de péptido fue previamente seleccionado por Torregrossa y 
Mahanna (2004 y 2009) de una biblioteca de fagos entre 100 millones, por su antigenisidad 
similar y por su capacidad para imitar varias de las funciones descriptas para PSA. La 
administración de este péptido revierte la conducta de desesperanza y previene las 
alteraciones sinápticas. 
Una característica notable de la regeneración del SNC de los vertebrados es que sólo puede 
tener lugar durante el desarrollo en las etapas embrionarias y postnatales tempranas, 
cuando el SNC presenta una alta plasticidad y remodelado sináptico. Una particularidad de 
esta etapa es la expresión general de PSA-NCAM, que luego desaparece cuando el SNC adulto 
pasa a considerarse “estable” (Amoureux y col., 2012). La expresión de PSA-NCAM en el 
sistema nervioso adulto es esencial en múltiples facetas de la plasticidad neuronal, 
incluyendo la neurogénesis, la plasticidad sináptica, y el crecimiento de neuritas (Seki y 
Rutishauser, 1998; Bonfanti, 2006; Wainwright y Galea, 2013). De hecho se ha demostrado 
que la expresión de PSA-NCAM estimula la sinaptogénesis de las neuronas hipocampales y 
que la remoción enzimática de PSA bloquea estos fenómenos (Dityatev y col., 2004). Más 
aún, la mayoría de estos estudios parecen indicar que PSA-NCAM estaría involucrada en 
eventos plásticos beneficiosos.  
En este trabajo de Tesis demostramos que los niveles de PSA-NCAM disminuyen a día 4 y 
persisten disminuidos durante 21 días, que el tratamiento crónico con Fluoxetina induce un 
aumento de PSA-NCAM en el área CA3 selectivo para los animales SD en los que la Fluoxetina 





de PSA-NCAM, tales como la de promover el crecimiento axonal y dendrítico, ambas 
necesarias para reconstruir conexiones funcionales después de una lesión, indican 
claramente que PSA-NCAM y tal vez más precisamente PSA, sería un blanco molecular 
valioso e innovador para emplearse como estrategia terapéutica para promover la plasticidad 
y la recuperación de la funcionalidad sináptica.  
Anteriormente se ha demostrado la acción de fPSA sobre las conductas dependientes del 
hipocampo, dado por el hecho de que la administración de este péptido en la región CA3, 
durante la primera fase de consolidación de la memoria, mejora significativamente la 
memoria a largo plazo (Florian y col., 2006). Sin embargo, este es el primer trabajo en 
demostrar que dicho péptido mejora notablemente la conducta de desesperanza. Teniendo 
en cuenta que la primera fase de consolidación de la memoria se asocia a menudo con el 
remodelado estructural tanto en las dendritas como axones del hipocampo (Murphy y Regan 
1998), particularmente en el área CA3 (Stewart y col., 2005), el remodelado sináptico 
beneficioso inducido por fPSA en los animales expuestos al paradigma esta en línea con estos 
resultados. Asimismo, se sabe que este péptido promueve la recuperación motora y la 
mielinización después de una lesión de un nervio periférico (Marino y col., 2009), así como la 
recuperación funcional después de una lesión de médula espinal (Mehanna y col., 2010). 
Conjuntamente, los resultados de esta Tesis apoyan la hipótesis acerca de la participación de 
PSA en el remodelado estructural y en la sinaptogénesis que subyacen a los procesos de 
regeneración y/o  reparación neuronal. 
5.3.1 Posibles mecanismos por los cuales la Fluoxetina podría incrementar los niveles de 
PSA-NCAM 
El presente trabajo de Tesis provee evidencias sólidas acerca de que la acción 
farmacológica de la Fluoxetina sobre el déficit conductual y el remodelado sináptico 
involucra la elevación de los niveles de PSA-NCAM. Es por ello que PSA-NCAM emerge 
como un blanco farmacológico para la corrección de la alteración conductual y de los 
cambios plásticos observados en esta patología. Un dato muy curioso publicado 
recientemente relaciona la expresión de PSA-NCAM con la neurotransmisión serotonérgica, 
debido a que su expresión estaría sujeta a una modulación mediada por el receptor 5-HT1A 
(Grzegorzewska y col., 2010). Existe también otro reporte que vincula la inervación 
serotonérgica con la regulación de la expresión de PSA-NCAM en el hipocampo (Brezun y 





PSA-NCAM y su papel “beneficioso” en la regulación de la plasticidad sináptica, es 
razonable inferir que PSA-NCAM mediaría, al menos en parte, los efectos conductuales y 
sinápticos de la Fluoxetina. 
 
6. Estrategias para modular las funciones y/o los niveles de PSA-NCAM 
La capacidad de las células para modificar sus interacciones con otras células, incluyendo 
neuronas y células gliales, es una característica relevante durante el desarrollo del SNC, en el 
remodelado sináptico y en la reparación del tejido nervioso, así como en la formación tumoral 
y en la producción de metástasis. Entre las moléculas candidatas potencialmente implicadas en 
estos procesos, se destaca PSA-NCAM. Como se describiera en la introducción, PSA es un 
homopolímero lineal de ácido N-acetilneuramínico (ácido siálico). La principal proteína 
portadora de PSA en el SNC de los vertebrados es NCAM. Todas las isoformas de corte y 
empalme alternativo de NCAM se pueden polisialilar (Amoureux, 2012). De esta manera, la 
polisialilación es el mecanismo determinante de la relación NCAM / PSA-NCAM. En cuanto a la 
modulación del grado de polisialilación de NCAM, existen varios pasos susceptibles de 
regulación que se mencionan a continuación. Mientras NCAM se sintetiza en el retículo 
endoplasmático, su polisialilación tiene lugar en el aparato de Golgi (Senkov y col., 2012). La 
unión de PSA a NCAM es un proceso rápido (Senkov y col., 2012) llevado a cabo por dos 
polisialiltransferasas altamente reguladas (ST8SiaII/STX, que actúa en el período prenatal y 
ST8SiaIV/PST, en la edad adulta) (Angata y col., 1997). La polisialilación de NCAM se 
correlaciona directamente con la expresión de estas dos enzimas, lo que sugiere que ST8Sia II y 
IV son las enzimas claves que controlan los niveles de expresión de PSA-NCAM (Brusés y 
Rutishauser, 1998; Hildebrandt y col., 1998; Angata y Fukuda, 2003 y 2010). Además del 
control transcripcional de las polisialiltransferasas, la actividad de estas enzimas puede ser 
regulada post-transcripcionalmente (Brusés y Rutishauser, 2001). De hecho, la expresión de 
PSA-NCAM se modifica con la actividad sináptica, con los procesos de aprendizaje y varía con la 
región cerebral (Muller y col., 1996; Markram y col., 2007; Bisaz y col., 2009; Senkov y col., 
2012). Por otro lado, los niveles de PSA-NCAM pueden disminuir mediante endocitosis 
(Miñana y col., 2001; Monzo y col., 2013), proceso altamente regulado que afecta 
directamente los niveles de PSA-NCAM en la membrana plasmática. 
La expresión de PSA-NCAM se recapitula en varias situaciones patológicas tales como la 





y col., 1994; Murphy y col., 2007; Amoureux y col., 2012). Por ejemplo, se ha detectado PSA-
NCAM en varios tipos de tumores del SNC, como por ejemplo en neuroblastoma y 
glioblasmomas, y su gravedad esta altamente relacionada con el potencial invasivo y 
metastásico de estos tumores (Amoureux y col., 2010). Por tanto, la molécula de PSA-NCAM 
representa una de las dianas potenciales de enfoques terapéuticos actuales y futuros para 
promover la plasticidad y recuperación funcional después de daño cerebral o para evitar la 
formación de metástasis. Por lo tanto, se han desarrollado varias estrategias para modular los 
niveles/funciones de PSA. Vale la pena mencionar las manipulaciones genéticas, la digestión 
enzimática con N-endoneuraminidasa, el empleo de anticuerpos monoclonales anti-PSA, ácido 
colomínico (análogo de PSA aislado a partir de la cápsula bacteriana), N-butanoilmanosamina 
(molécula pequeña capaz de inhibir la biosíntesis de PSA in vitro). Si bien estas estrategia han 
contribuido al mejar entendimiento de los mecanismos de acción o funciones de PSA, su 
potencial terapéutico ha resultado limitado debido por ejemplo al gran tamaño, a la difusión 
limitada in vivo, a la  naturaleza del anticuerpo, a la imposibilidad de controlar su composición 
exacta en función de la pureza, entre otras características (Cremer y col., 1994; Theodosis y 
col., 1999; Daniel y col., 2001; Mahal y col., 2001; Bruns y col., 2007). Por el contrario, el fPSA 
no solo ha demostrado ser estable, no inmunogénico y atóxico, sino también ser capaz de 
promover la recuperación motora, la mielinización después de la lesión de un nervio periférico 
(Marino y col., 2009) y la recuperación funcional después de una  lesión de médula espinal 
(Mehanna y col., 2010). Además, mejora significativamente la memoria a largo plazo (Florian y 
col., 2006). Por lo tanto, este péptido mimético de PSA, tiene la capacidad de incrementar las 
funciones de NCAM dependientes de PSA, tales como el crecimiento, guía y fasciculación de 
los axones así como  la migración de las neuronas. En este trabajo de Tesis, demostramos que 
fPSA revierte la conducta de desesperanza en animales de experimentación y previene el 
remodelado sináptico hipocampal inducido por el paradigma. En comparación con el 
tratamiento crónico con Fluoxetina, la eficacia del fPSA para mejorar las alteraciones 
conductuales fue del 100% (todos los animales que recibieron el péptido mostraron mejorías 
conductuales. Más allá de que se necesitaría un número mayor de animales para poder 
establecer el valor real de la eficacia del fPSA, es lógico pensar que esta estrategia aventaja a la 
Fluoxetina en cuanto a que evitaría la aparición de resistencias, ya que los animales reciben 
directamente el fPSA y no dependen de la capacidad de los mismos para incrementar los 
niveles de PSA-NCAM en respuesta a la Fluoxetina. Por ello, proponemos a PSA-NCAM como 





menos invasiva que incremente los niveles de esta molécula de adhesión podría aventajar a 




En las Figuras 39 y 40 se resumenen los principales hazllagos de este trabajo de Tesis y se 
modelan los cambios en el balance NCAM/PSA.NCAM inducidos por el paradigma de 
desesperanza aprendia y por el tratamiento crónico con Fluoxetina. 
 
 
Figura 39. Modelo propuesto para los cambios en las moléculas de adhesión y en la ultra-estructura sináptica  
inducidos por el paradigma de desesperanza aprendida y  el tratamiento farmacológico con Fluoxetina en el área 







Figura 40. Representación esquemática de los cambios en las moléculas de adhesión y en el marcador de 





Fluoxetina y la administración del péptido mimético funcional de PSA en el área CA3 del hipocampo. Los animales 
SD adquirieren la conducta de desesperanza (día 4 post-entrenamiento) en ausencia de cambios ultra-estructurales 
sinápticos detectables. Por el contrario, 25 días después del entrenamiento, se evidencia remodelado sináptico 
estructural concomitantemente con la persistencia de dicha conducta. Mientras que los niveles de NCAM no se 
modifican a día 4, a día 25 se observa un descenso. Su forma polisialilada (PSA-NCAM) se halla disminuida tanto a 
día 4 como a día 25. El tratamiento crónico con Fluoxetina entre los días 4 y 25 corrige el fallo conductual, previene 
la aparición de las alteraciones sinápticas, exacerba el descenso de NCAM y aumenta PSA-NCAM. Llamativamente, 
los niveles de PSA-NCAM persisten disminuidos en los animales SD resistentes a la Fluoxetina. La administración 
intra-hipocampal de un péptido mimético funcional de PSA (fPSA) induce una mejoría conductual y previene el 
remodelado sináptico en los animales SD. NCAM, molécula de adhesión celular neural; PSA-NCAM, forma de NCAM 
polisialilada; SIN, sinaptofisina; CA1, Cornus Ammonis 1; CA3, Cornus Ammonis 3; GD, Giro Dentado; EC; Corteza 




















































En resumen, este es el primer trabajo que demuestra que el paradigma de desesperanza 
aprendida induce una dramática disminución de PSA-NCAM que se correlaciona con la 
conducta de desesperanza y que precede al remodelado sináptico estructural y a la atrofia 
dendrítica inducida por glutamato. Podría postularse que la disminución de los niveles de PSA-
NCAM comprometería sus funciones como modulador del receptor NMDA y como reservorio 
de moléculas fundamentales para la función y plasticidad sinápticas. Es importante mencionar 
que el remodelado sináptico estructural del CA3 se hace evidente más tardíamente en estos 
animales y podría constituir una respuesta adaptativa del hipocampo. En este escenario, la 
persistencia de los niveles disminuidos de PSA-NCAM podría interferir con los procesos 
normales destinados a la recuperación de la estructura sináptica normal mediada por esta 
molécula. Uno de los hallazgos más importantes de este trabajo de Tesis es que la Fluoxetina 
previene el remodelado sináptico en el área hipocampal CA3 de los animales desesperanzado. 
Por otra parte, demostramos que PSA-NCAM es un blanco farmacológico de la Fluoxetina. En 
este sentido, el incremento de los niveles de PSA-NCAM en el CA3 del hipocampo inducido por 
el tratamiento crónico con Fluoxetina correlaciona con la corrección del déficit conductual y la 
prevención de la aparición de remodelado sináptico. Más aun, la administración intra-
hipocampal de un péptido mimético funcional de PSA (fPSA) simula los efectos de la 
Fluoxetina, tanto sobre la conducta como sobre el remodelado estructural sináptico, 
reforzando el papel de PSA-NCAM en la acción farmacológica de la Fluoxetina. Por ello, PSA-
NCAM emerge como un blanco farmacológico potencial para la corrección de la alteración 
conductual y de los cambios plásticos observados en esta patología. Por lo tanto, proponemos 
que la modulación de los niveles de PSA-NCAM sería una estrategia que vale la pena explorar 
para corregir el déficit conductual y para evitar o retrasar la progresión de los cambios 
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